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GEBIET UND HINTERGRUND PER ERFINDUNG 

Die vorliegende Erfindung betrifft das Verarbeiten von 
menschlichem Collagen und die Verwendung als Autoimplantat, und 
insbesondere eine chemisch modif izierte, vernetzbare, telopeptid- 
haltige, naturlich vernetzte, solubilisierte, collagenartige Sub- 
stanz, die direkt aus intaktem menschlichem Gewebe von einem 
einzigen menschlichen Spender erhalten ist, urn sie in yerschiede- 
nen Formen in den gleichen Spender zu implant ieren, und das Ver- 
fahren zur Herstellung eines solchen Produkts. 

Die Collagene sind im allgemeinen ubiquitare Proteine, 
die im Tierreich gefunden werden. Alle bekannten Collagene be- 
sitzen stabchenf ormige Strukturen. Interstitielle Collagene sind 
3000 A lang und 15 A im Durchmesser. Die {Conformation und die 
meisten Eigenschaf ten von nativem Collagen werden durch die 
Triple-Helix-Domane bestimmt, die mehr als 95 % de^s Molekuls 
ausmacht. Diese Domane besteht aus drei Ketten (a-Ketten), wobei 
jede etwa 1000 Aminosauren enthalt, die in einer strangahnlichen 
Art gewickelt sind, urn eine feste Triple-Helix-Struktur zu bilden. 
Die Triple-Helix 1st in einer solchen Art gewunden, daJJ die be- 
nachbarten Aminosauren verbindenden Peptidbindungen im Inneren des 
Molekuls verborgen sind. 

In nativen Molekiilen behalt die Triple-Helix ihre 
Resistenz gegen Angriffe durch ubliche Proteasen, wie Pepsin. 
Collagenmolekiile (Tropocollagen) , die in extrazellaren Matrices 
gefunden werden, enthalten auch kurze (zum Beispiel etwa 16 bis 25 
Peptideinheiten) nicht helikale Extensionspeptide, die, als "Telo- 
peptide" bezeichnet werden, an sowohl den NH- als auch, COOH-ter- 
minalen Enden jeder Alphakette. Diese Teiopeptide sind fiir proteo - 
lytischen Abbau und Entfernung unter Bedingiingen anfallig, bei 
denen der triple-helikale KSrper intakt gelassen wird (als Atelo- 
peptidcollagen) . 

Natives Collagen liegt im allgemeinen vor in Bindegewebe 
als telopeptidhaltige Tropocollagenmolekiile in einem nebeneinander 
gepackten Zustand in der Form von Fibrillen, wobei jede longitudi- 
nale Schicht zusammengesetzt ist aus schwach longitudinal von~ 
einander beabstandeten Molekiilen, die der Lange nach angeordnet 
sind, die longitudinal relativ zu der nachsten aufeinander folgen- 
den lateral benachbarten longitudinalen Schicht gestaf felt sind, 
Was in Lochern zwischen gegeniiberstehenden Endregionen von aufein- 
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ander folgenden Molekulen in einer gegebenen longitudinalen 
Schicht resultiert, und die durch gestaffelte Seiten des Molekiils 
in parallelen longitudinalen Schichten gebunden sind, die daran 
lateral benachbart sind. 

Diese Fibril len, zum Beispiel von etwa 5 bis 7 parallel 
zusammengepackten Schichten, sind andererseits in Biindeln angeord- 
net, urn Fasern zu formen, die zusammen mit den Zellen selbst im 
Gewebe in einer Grundsubstanz von nicht collagenem Material als 
Matrix existieren. Im Knochen konnen solche Locher in der gestaf- 
felten Packungsanordnung Mineral subs tanzen, wie Calciumphosphat, 
enthalten. 

In dieser nativen Form sind benachbart e telopeptidhal- 
tige Endreste eines gegebenen Molekiils in einer Fibrille mit 
helikalen Regionen von benachbart en Molekulen vernetzt. Die heli- 
kalen Oder zentralen Regionen der Polypeptidketten Oder Strange 
eines gegebenen Molekiils sind an jedes andere vernetzt (intramole- 
kulares Crossl inking) , urn eine Triple-Helix zu bilden. Das Telo- 
peptid und helikale Regionen von benachbarten Molekulen sind in 
Shnlicher Weise mit Strangen von benachbarten Molekulen vernetzt 
( intermolekulares Crosslinkingj , wodurch wasserstof fvernetztes 
oder gebundenes und covalent vernetztes oder kondehsiertes , unlSs- 
liches Collagen gebildet wird. Wo wenig, falls uberhaupt, stabili- 
sierte, reduzierbare Vernetzungsstellen vorliegen, werden die 
Molekiile in der Fibrille als loslich betrachtet, das heifit das 
Collagen wird in wfi/irigen Salzen, Sauren und Basen solubilisiert, 
wobei das hochstabilisierte, yernetzte, uniosliche Collagen' un- 
solubilisiert zuriickbleibt . 

Der haufigste COllagentyP/ der von vielen Bindegeweben 
von Erwachsenen isoliert wird, wie Haut, Knochen, Sehne und Horn- 
haut, isoliert wird, ist Typ-I -Collagen. Jedes Typ-I-Molekiil ist 
aus zwei Alpha-l-(I) -Ketten und einer Alpha-2- ( I )-Kette zusammen- 
gesetzt. Das gesamte Molekiil wird Alpha- 1 - ( I ) 2 -Alpha-2 - ( I ) abge- 
kiirzt ... 

Collagen ist vermUtlich das erste Biomaterial, das 
jemals vom Menschen fiir chirurgische Zwecke verwendet wurde . 
Getrockneter Darm, der hauptsachlich aus Collagen zusammengesetzt 
ist, wurde von agyptischen Chirurgen als chirurgisches Naht- 
material bis 3750 vor Christus zuriick verwendet. 
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Eine Vielzahl von Eigenschaf ten des Collagens begun- 
stigen seine Verwendung als Biomaterial; vergleiche Biomaterials 
in Reconstructive Surgery, Ch. 11, Simpson, "Collagen as a bio- 
material", Seiten 109 bis 117, The C. V. Mosby Co., 1983. Es wird 
mit" einer Geschwindigkeit absorbiert, die durch den Grad der 
chemischen Behandlung, der es unterzogen ist, kontrolliert wird. 
Man kann somit Collagenprodukte konstruieren, die bei der Implan- 
tation in Tiere in wenigen Tagen oder Monaten vollstandig absor- 
biert werden. Man kann Collagen aus tierischer Quelle so chemisch 
behandeln, dafl es im wesentlichen vollig nicht absorbierbar wird, 
wahrend sein hydrophiler Charakter und seine gute Gewebevertrag- 
lichkeit erhalten bleiben. 

Collagen weist einen hohen Zustand der Zugf estigkeit und 
niedxige Dehnbarkeit auf, und es kann in Membranen, FISchen, 
Rohren, Schwamme oder Fasern von kontinuierlicher LSnger rekon- 
stituiert werden. Als Membran ist es semipermeabel urid ein guter 
Trager fur Zellwachstum. Es weist arzneimittelbindende Eigen- 
schaften auf und ist fiir alle praktischen Zwecke lmmunologisch 
inert . 

Die chemischen und physikalischen Eigenschaften von 
Collagen, seine weit verbreitete Verteilung in vielen verschiede- 
nen Geweben und die Fahigkeit, Collagen zu extrahieren und zu 
reinigen und dann in viele physikalische Fonnen zu rekonsti- 
tuiexen, scheinen das naturliche Polymer zu einem idealen Bio- 
material zu machen. Viele Anwendungen fiir Collagenzusammen- 
setzungen wurden vorgeschlagen : 

(A) Collagenanwendungen in geloster Form: Plasmaexpander und 
Arzneimittelf reisetzungsvehikel ; 

(B) Collagenanwendungen in Gel form: Glaskorperadditive und 
Kosmetika; 

(C) Collagenanwendung in Staubform: hemostatisches Mittel; 

(D) CoilagenanWendungen in Faserform: Nahtmaterial , Weben 
von Blutgefaflen und Ventilprothesen; 

(E) Collagenanwendungen in Film- oder Membran form: Hornhaut- 
ersatz, Hemodialyse, kiinstliche Nieren, Wundverband, Reparatur 
einer Hernie und Pf laster (Aneurysm) ; 

(F) Collagenanwendungen in Schwammform: Wundverband, 
Knochenknorpel ersatz, chirurgische Tampons und Vaginalkontracep- 
tiva und 
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(G) Collagenanwendungen in Rohrenform: Gefaflprothesen und 
Rekortstruktionschirurgie von Hohlorganen. 

Bis vor kurzem jedoch war die einzige klinisch verfiig- 
bare Collagenvorrichtung Nahtmaterial vom Darra einer tierischen 
Quelle und von rekonstituiertem Collagen. Heute gibt es mindestens 
zwei zusStzliche klinische Vorrichtungen, die aus Collagen von 
einer tierischen Quelle, zusammengesetzt sind, namlich hemosta- 
tische Mittel und das Zyderm-Collagen- Implant (Collagen Corpora- 
tion) oder ZCI; vergieiche Grosh et al, J. Am. Acad. Dermatol., 
13: 792 bis 798, 1985. 

Entsprechender Stand der Technik beschreibt Verfahren 
zum chemischen Modlf izieren - von loslichem Collagen durch Reaktion 
mit entweder Amin- oder Carboxylgruppen auf dem Collagenmolekul. 
Diese Verfahren machen das solubilisierte Collagen bei physiolo- 
gischem pH loslich. Collagen wird im allgemeinen durch Behandeln 
mit Sauren solubilisiert einschlieiilich organischen Sauren, wie 
Essigsaure und ZitronensMure, und anorganischen Sauren, wie Salz- 
saure, und insbesondere Behandlung mit proteolytischen Enzymen. 
Die solubilislerten Collagene enthalten wenig, falls iiberhaupt, 
intermolekulare Vernetzungsstellen und bleiben unter sauren Bedin- 
gungen loslich und bilden spontan Fasern bei physiologischem pH. 

Modlf izierung von entweder den Amin- oder Carboxylresten 
andert den pK des Molekiils. Beispielsweise andert sich der pK von 
7,0 auf 4,3 durch Modi f izierung mit Berhstelnsaureanhydrid, Das 
succinylierte Collagen wird bei eineih pH von 7,0 loslich bleiben 
und wird bei einem pH von 4,3 Fasern bilden. 

Diese Gesamt Verfahren entfernen jedoch die Telopeptid- 

gruppen . 

ZUS AMMENFAS SUNG DER ERFINDUNG 

Es ist unter anderem Aufgabe der Erfindung, eine che- 
misch modlf izierte, vernetzbare, telopeptidhaltige, natiirlich 
vernetzte, solubilisierte, col lagenartige Subs tanz herzustellen, 
die direkt aus intaktem menschlichem Gewebe voh einem einzigen 
Spender erhalten wird, zur Anderung des Zustands von : in situ 
Gewebe des gleichen Spenders, zum Beispiel zur Vermehrung von 
weichem Gewebe, durch Autqimplantation. 

In Kiirze betrifft die Erfindung das Verarbeiten von 
Collagenen von einer Biopsie Oder anderen Spezien menschlicher 
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Haut oder anderem menschlichem Gewebe (zum Beispiel Haut oder 
Knochen fur Typ-I-Fasercollagen oder Knorpel fur Typ- I I -Collagen) 
zur Verwendung als ein biologisches Autoimplantat im gleichen 
Gewebe des Spenders alleine. 

Solche Autoimplantate fassen zwei Hauptkategorien ins 
Auge, das heiflt intradermale Implantate, um weiches Bindegewebe zu 
vermehren oder Hautdefekte, wie Falten oder Narben, zu korrigie- 
ren, und ophthalmische Implantate, zum Beispiel Intralamellar, 
Hbrnhaut oder wiederf ormende, glasartige und andere Implantate fur 
die refraktive Chirurgie, um Ref raktionssehf ehler zu korrigieren, 
die Hornhautkrummung zu verandern, den Glaskorper zu ersetzen und 
dergleichen, sowie andere Kategorien von Implantaten, wie die, die 
in anderen chirurgischen Verfahren verwendet werden, wo es ein 
Bedvirfnis is t, den Zustand von verbindendem Gewebe zu ersetzen zu 
vermehren oder in anderer Weise zu andern, zum Beispiel in der 
Form von Matrixmaterial fiir Hauttransplantate, Matrixsubstanzen 
Oder Komponenten fur die Zellimpfung und Zelltransplantation, 
Materialmatrix fUr Kitt-Gewebe ( "Putty" -Gewebe) oder Fiillstoffe 
und dergleichen. 

Die Erfindung betrif ft auch neue Verarbeitungstechniken 
fiir die Extraktion von unloslichem, naturlich vernetztem, nativem, 
telopeptidhaltigem Collagen von intaktem menschlichem Gewebe durch 
Umsetzen des Collagens, das alleine vom Spenderpat i enten erhalten 
wurde, mit chemischen Reagenzien, die das , unlosliche Collagen in 
physiologischen waBrigen LSsungen loslich machen> im wesent lichen 
ohne saure oder alkalische Hydrolyse oder enzymatischem Abbau, und 
so, da/i die extrahierten oder solubilisierten, telopeptidhaltigeh, 
naturlich vernetzten Collagene welter gereinigt und dann chemisch 
oder physikalisch behandelt werden konnen, um faserige Strukturen, 
staubahnliche Partikel, Gele, Schwamme, klare und farblose L6- 
sungen oder Suspensionen oder dergleichen zur Auto implantation in 
den gleichen mehschlichen Spender zu schaffen. 

In intaktem menschlichem Gewebe sind die telopeptid- 
haltigen Triple-Helix-Collageneinheiten der gestaf f elten, ge- 
packten Anordnung von Trdpocollagenmolekulen der Fibrillen in 
einem hochvernetzten, unloslichen Zustand. Die helikalen oder 
zentralen Regionen weisen viele Glycin-, Prolin- und Hydroxy- 
prolin-AminosMurereste auf, und das Telopeptid oder die End- 
anhangsregionen enthalten aromatische Reste (Tyrosin) und zeigen 
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nicht das Glycin-X-Y-Triplet , das in der helikalen Region gefunden 
wird. 

Die individuelien helikalen Ketten oder Strange des 
Triple-Helix-Molekiils sind in einer nebeneinander , intramolekular 
und/oder intermolekular vernetzten Anordnung entlang der entspre- 
chenden Collagenpolypeptidhauptkette angeordnet, so dafl die die 
therminale Aminogruppe enthaltende Seite von jedem gegebenen 
Strang zu seinem benachbarten, nicht helikalen Telopeptidendrest 
verbunden ist, und die die therminale Carboxylsauregruppe enthal- 
tende Seite des gleichen Strangs mit seinem benachbarten, nicht 
helikalen Telopeptidendrest verbunden ist. Die nicht helikalen 
Regionen sind mit helikalen Regionen von benachbarten Molekulen 
intramolekular vernetzt. 

Friiher wurden beim normalen Verarbeiten, um das Collagen 
durch Solubilisieren zu extrahieren, Bedingungen verwendet, die im 
Los en der helikalen Strange voneinander und/oder dem Losen der 
Strange von ihren Telopeptideinheiten resultiereri, um individuelle 
Triple-Helix-Collagenstranguntereinheiten oder Atelbpeptide zu 
bilden. Dies macht normalerweise das resultierende AtelOpeptid 
oder solubilisiertes Collagen lSslich bei saurem pH und unloslich 
bei neutralem pH, 

Bei der Erf indung wird das Extrahieren und Gewinnen des 
Collagens vom menschlichen Gewebe im wesentlichen ohne Ldse'n der 
Triple-Helikal -Strange voneinander oder der Telopeptidendreste von 
den entgegengesetzten Enden der helikalen Regionen der individuel- 
ien Strange durchgefiihrt . Somit wird die ursprungliche, intakte 
Verbindung der individuelien Einheiten entlang der Polypeptid- 
hauptkette und die urspriinglichen r intakten, natiirlichen Ver- 
netzungsstellen zwischen benachbarten helikalen StrSngen und 
zwischen benachbarten nicht helikalen Telopeptidendeinheiten im 
wesentlichen geschiitzt. Statt dessen ist das intakte Collagen 
chemisch modifiziert, um es bei neutralem oder basischem pH zu 
solubilisieren und bei saurem pH unloslich zu machen. Es wird 
angenommen, dafl das telopeptidhaltige, natiirlich vernetzte Colla- 
genprodukt der Erf indung ungleich zu friiher verwendeten sSurelSs- 
lichen und enzymverdauten Formen von extrahierten und chemisch 
modifizierten Atelopeptidcollagenprodukten vertraglicher mit der 
Gewebeumgebung des gleichen menschlichen Spenders und restistenter 
gegen Abbau, Absorption, Abstoflung oder anderen Angriffen Von in 



- 7 - 



situ Bestandteilen des Spenders ist, moglicherweise, da es wiin- 
schenswerterwei.se frei von nicht collagenen Proteinverunreini- 
gungen und vorzugsweise auch von Lipidbestandteilen gemacht ist, 
aber insbesondere, da die Telopeptidreste und die natiirlichen 
Vernetzungsstellen erhalten und chemisch zusatzliche Vernetzungs- 
stellen bereitgestellt sind. 

Nicht antigenes Potential mufl gef iirchtet werden, da das 
Verarbeiten des menschlichen Gewebes, das durch die Erfindung ins 
Auge gefaflt wird, nur autologes Gewebe involviert, das von der 
gleichen Person, in die das Produkt reimplantiert wird, erhalten 
ist; im Gegensatz zu heterologem Gewebe, das von einer anderen 
Person als die, in die das Produkt transplantiert wird, erhalten 
ist. 

Daher wird wegen der autologen Natur des menschlichen 
Gewebes durch die Erfindung keine AntikSrperantwort Oder Abstoflung 
erwartet werden, wohingegen durch die beabsichtigte chemische 
Modif izierung und Vernetzung des Produkts das autoimplantierte 
Produkt als relativ mehr permanent es Implantatmaterial als friiher 
bekannte Produkte dienen wird. 

Nichtsdestotrotz, basierend auf dieser spezifischen 
Unterscheidung von autologem Gewebe gegeniiber der Verwendung 
bekannter heterologer Gewebe, erlaubt. die Erfindung auch im brei- 
ten Sinn die Anderung des Zustands von in situ Gewebe eines 
menschlichen Spenders durch Autoimplantation, wobei eine auto- 
implantierbare oder reimplantierbare verarbeitete collagene Sub- 
stanz verwendet wird, die von intaktem Gewebe des gleichen mensch- 
lichen SP en ders alleine stammt. 

Dies trifft zu, da ein herausragendes , unabhangiges 
Merkmal der Erfindung das Konzept der Autoimplantation eines 
collagenen Substanzprodukts in einen menschlichen Spender be- 
trifft, das aus intaktem Gewebe des gleichen Spenders alleine 
stammt, womit potentielle Probleme vemiieden werden, die mit 
AntigenizitSt, AbstoAung und dergleichen von heterologen Gewebe- 
transplantaten verbunden sind. 

Die Erfindung schafft somit Formen von verarbeitetem 
menschlichem von Collagen stammendem Gewebe, das als dauerhaftes, 
praktisches und relativ sicheres Autoimplantatprodukt dient,, zum 
Beispiel wird seine Produktion zumeist gleichzeitig mit seiner 
Verwendung in einem chirurgischen Verfahren als Hornhaut, Haut, 
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Uberzug, Verbindungsschicht Oder ahnliches Implantat an der chir- 
urgischen Stelle. Selbstverstandlich werden alle solchen Verfahren 
uriter sterilen, antiseptischen Bedingungen unter Verwendung ste- 
riler Materialien durchgefiihrt. 

KURZE BESCHREIBUNG PER ZEICHNUNGEN 
Andere Aufgaben dieser Erfindung werden von der Be- 
schreibung und den begleitenden Zeichnungen off ensichtlich, in 

eine schematische Darstellung einer Formvorrichtung 
ist, die zur Durchfiihrung des Wiederf orraens der Horn- 
haut dels Auges des menschlichen Spenders mit. einem 
Autoimplantat verwendbar ist, das gemafi einer Ausfuh- 
rungs form der Erfindung in situ vernetzt ist, und 
eine Schnittdarstellung der Vorrichtung entlang der 
Linie 2-2 der Fig. 1 ist. 

BESCHREIBUNG DER BE VORZUGTEN AUSFUHRUNGSFORMEN 
Gemafl einem Aspekt der Erfindung wird ein Verfahren 
bereitgestellt zum Herstellen einer chemisch modif izierten, ver- 
netzbaren, telopeptidhaltigen, natiirlich vernetzten, solubilisier- 
ten, coilagenen Substanz, die direkt aus intaktem menschlichem 
Gewebe von einem einzigen menschlichen Spender erhalten ist, zum 
Impiantieren in den gieichen Spender. 

Das Verfahren umfaBt wunschenswerterweise das Entfernen 
von yorhandenen, nicht coilagenen Proteinverunreinigungen aus 
telopeptidcollagenhaltigem intaktem Gewebe, das aus einem einzigen 
menschlichen Spender erhalten wurde, urn im wesentlichen gereinig- 
tes telopeptidcollagenhaltiges Gewebematerial zu bilden, und 
Extrahiereh und chemisch Modifizieren des gereinigten Telopeptid- 
collagens, um eine autoimplantierbare , vernetzbare Substanz zu 
bilden. 

Die Verunreinigungen konnen durch Inkontaktbringen des 
Gewebe s mit einer im wesentlichen neutralen Fliissigkeit entfernt 
werden, die zum Solubilisieren der Verunreinigungen ohne Solubili- 
sieren des Collagens fahig ist, Oder durch Verwenden spezifischer 
Enzyme, um nicht collagene Gewebekomponenten zu solubilisieren. 
Das verunreinigungsf reie Telopeptidcollagen wird dann extrahiert 



denen : 
Fig. 1 



Fig. 2 
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und durch Umsetzen des Gewebes direkt mit einem chemischen Modifi- 
zierungsmittel chemisch modif iziert . 

In einer Ausfiihrungsf orm 1st das chemische Modif izie- 
rungsmittel ein arainreaktives , insbesondere acylierendes , Mittel, 
und die Umsetzung wird in einem solubilisierenden wSflrigen Medium 
von im wesentlichen neutralem bis basischem pH ausgefiihrt, der 
ausreichend ist, urn zumindest teilweise das Telopeptidcollagen in 
dent waBrigen Medium zu solubilisieren, wobei das zumindest teil- 
weise solubilisierte Collagen danach gewonnen und gereinigt wird, 
urn die autoimplantierbare, telopeptidhaltige, collagene Substanz 
als Produkt zu bilden. 

In einer anderen Ausfiihrungsf orm 1st das chemische 
Modif izierungsmittel ein carbonsaurereaktives, insbesondere ver- 
esterndes, Mittel, und die Umsetzung wird in einem solubilisieren- 
den, nicht w&firigen brganischen Medium bei saurem pH durchgefiihrt, 
der ausreichend ist, um zumindest teilweise das Telopeptidcollagen 
darin zu solubilisieren, wobei das zumindest teilweise solubili- 
sierte Collagen danach gewonnen und gereinigt wird, um die auto- 
implant ierbare, telopeptidhaltige, collagene Substanz als Produkt 
zu bilden. 

Alternativ kann das chemische Modifizieren sowohl die 
Aminacylierung- und Carbonsaureveresterungsschritte umf assen. 

Das solubilisierte chemisch modifizierte Produkt umfafit 
eine Hauptkette von telopeptidhaltigem Collagen, das von mens ch- 
lichem Gewebe stammt, mit acylierten Amingruppen und/oder ver- 
esterten Carbbxylgruppen . Insbesondere umf a/it es Triple-Helix- 
Strange von telopeptidhaltigem Collagen, das von menschlichem 
Gewebe stammt, das von einem einzigen Spender erhalten 1st, das 
Polypeptidhauptketten umfaflt, die daran durch chemische Modifika- 
tion von mindestens einer (aj acylierten Amingruppe und (b) ver- 
esterten Carboxylgruppe angehangt hat. 

Ftir die vorlaufige Entfernung der nicht collagenen 
Proteinverunreinigungen konnen Gewebehomogenate hergestellt werden 
durch Mischen des Gewebes in einer Gewebemiihle bei einer Tempera- 
tur von hochstens etwa Raumtemperatur , ausreichend um das Gewebe- 
material zu zerkleinern, zu pulverisieren und zu zerreifien, zum 
Beispiel in Kontakt mit einer waBrigen Salzlosung von physiolo- 
gischem pH, wie 0,9 % NaCl mit neutralem pH, wobei danach die 
fliissige Phase, die die solubilisierten Verunreinigungen enthalt, 
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vom pulverisierten Gewebematerial , das noch die Telopeptidcolla- 
genbestandteile als feste Phase oder Gewebepulver enthSlt, abge- 
trennt werden . 

Das Homogenat enthalt im allgemeinen etwa 70 % Trocken- 
gewicht Collagen und den Rest an Abriebteilchen und anderen Be- 
standteilen in der wafirigen Losung. 

Vorzugsweise wird das Mischen oder Homogenisieren des 
Gewebes durch Pulverisieren des Gewebes in einem gefrorenen Zu- 
stand durch Crybpulverisierungstechniken durchgefiihrt, wie durch 
Einfrieren des Gewebes in flussigem Stickstof f und Mahlen des 
gefrorenen Gewebes unter Verwendung eines Morsers und eines Rei- 
bers oder mittels ■ einer Cryopulverisierungsmiihle, wodurch die 
Solubilisierung der Verunreinigungen erhoht und die Zeit fiir den 
Gesamtprozefi reduziert wird. 

Vorzugsweise beabsichtigt das Verfahren auch das Entfer- 
nen vorhandener Lipidbestandteile vom collagenhaltigen Gewebe vor 
dem chemischen Modif izierungsschritt und verwendet organische 
Losungsmittel/ um die Niveaus der Biobelastung zu reduzieren, die 
dem Gewebe inherent sind, um die Reduktion jeder Biobelastung vom 
Gewebe zu unterstutzen. Beispielsweise kann der Lipidentfernungs- 
schritt nach dem Schritt des Entf ernens von vorhandenen, nicht 
collagenen Proteinverunreinigungen vom Gewebe bewirkt werden/ um 
im wesentlichen nicht collagene Proteine verunreinigungsfrei sowie 
im wesentlichen lipidfreies, telopeptidcollagenhaltiges, mensch- 
liches Gewebematerial fiir den nachf olgenden chemischen Modif izie- 
rungsschritt zu bilden; 

Deir Hpidentfernungsschritt wird somit bei den Anfangs- 
stufeh des Verarbeitens des menschlichen Gewebes durchgefiihrt und 
kann die iibliche Behandiung des Gewebes umfassen, zum Beispiel 
nach Zerkleinern oder Pulverisieren mit einem f ettauf losenden oder 
lipophilen, organischen Losungsmittelsystem. Die feste Phase oder 
das Gewebepulver wird mit zum Beispiel einem organischen Losungs- 
mittel, wie Ethanol oder Isopropanol, oder mit AcetOn gemischt, 
und vorzugsweise mit 20 Volumen Ethanol (95 bis .98/%), um die 
Lipidkomponenten und jedes andere mit einem organischen LSsungs- 
mittel extrahierbaren Material vom collagenen Material zu extra- 
hieren . Das extrahierte Pulver wird durch Zentrif ugation gewonhen 
und gewas chen, zum Beispiel 3 Mai mit 20 Volumen deionisiertem 
Nasser oder einem anderen geeigneten waBrigen Medium. 
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Die Solubilisierung des telopeptidhaltigen Collagens 
wird bei jeder Reaktionstemperatur zwischen etwa 0*C bis 45° C 
auftreten, aber es wird vorzugsweise bei etwa 20 *C bis 37 "C, und 
insbesondere bei Raumtemperatur (etwa 25°C), wegen der Bequemlich- 
keit und der vollstandigen Solubilisierung, falls gewiinscht, in 
einer vernunftig kurzen Zeit bewirkt. Fur die Aminmodif izierungs- 
reaktion wird das nicht collagene, proteinverunreinigungsfreie und 
lipidfreie, extrahierte Gewebepulver in einem waAri gen Medium 
resuspendiert . Die Suspension kann in jedem geeigneten waflrigen 
Medium, wie Wasser, deinonisiertem Wasser, abgeglichener Salz- 
losung, Salzlosung, und so welter, vorzugsweise 0,9 % isotonische 
Salzl3sung, sein . 

Obwohl die Aminmodif izierungsreaktion bei einem pH von 
7 bis 11 von Statten gehen wird, wird sie vorzugsweise bei mi Idem 
basischem pH durchgefiihrt, urn die Reaktionsgeschwindigkeit zu 
erhShen und die Verarbeitungsdauer zu reduzieren. Die Reaktion 
wird wiinschenswerterweise bei etwa pH 8,0 bis 10,0, und insbeson- 
dere bei etwa pH 8,5 bis 9,0, durchgefiihrt. 

Das aminreaktive Modif izierungsmittel, das als Solubili- 
sierungsmittel verwendet wird, kann ein Acylierungsmittel sein, 
wie ein CarbonsSureanhydrid, wie Bernsteinsaureanhydrld,, Glutar- 
saureanhydrid, BenzoesSureanhydrid, 1,2,4,5-Benzoltetracarbon- 
sauredianhydrid; Carbonsaureester , zum Be is pi el Monophenyl- 
terephthalat , Ethylbenzoat, alpha-Naphthalincarbonsaureethylester; 
Carbonsaurehalogenide, zum Beispiel BemsteinsMurechlorid; Sulfon- 
saure, zum Beispiel 1,3-Benzoldisulfonsaure, Anilin-2^sulfonsaure, 
3-Nitrobenzolsulfonsaure, 2-Formyibenzolsulfonsaure, 4-Amino- 
naphthalinsulfonsaure; oder Sulfonsaurehalogenide, zum Beispiel 
4 , 4 ' -Biphenyldisulf onylchlorid, Benzolsulf onylchlorid; und Ge- 
mische davon . 

Im allgemeinen kann das Acylierungsmittel ein alipha- 
tisches oder aromatisches, mono-, di- oder hoherfunktionelles 
CarbonsSureanhydrid, -ester oder -halogenid, oder Sulfonsaure oder 
-halogenid sein, wie ein Niederalkanoic-, Niederalkandioic- oder 
hoherfunktionelles Niederalkancarboxylic- oder Arylmono-, Di- oder 
hoherfunktionelles Carboxylic- (zum Beispiel Benzoic oder 
Naphthoic) -saureanhydrid , -Ester oder -Halogenid, oder Nieder- 
alkyl- oder Aryl- (zum Beispiel Phenyl oder Naphthyl), mono-, di- 
oder hoherf unktionelle Sulfonsaure oder -halogenid, um den ent- 
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sprechenden Acyl- (Carbonyl- oder Sulfonyl-) -Rest an der Amin- 
gruppe zu bilden, zum Beispiel Niederalkenyl , Aroyl ( zum Beispiel 
Phenoyl Oder Naphthoyl), Alkylsulf onyl oder Aryl (zum Beispiel 
Phenyl oder Naphthyl), Sulfonyl, substituiertes Amino (Amldo oder 
Sulfonamido) . 

Das Acylierungsmittel kann direkt zugegeben werden als 
festes Material/ zum Beispiel Pulver, oder aufgelost in eihem 
geeigneten organischen Losungsmittel , wie Aceton, N,N-Dimethyl- 
formamid (DMF) , Ethanol/ oder Methylpyrrolidon. 

Die gesamte Menge von zugegebenen Acylierungsmitteln 
hangt vom Ausmafl der Zerstorung, Modifizieren und Extrahieren des 
telopeptXdhaltigen Collagens, das gewiinscht ist, ab. Zum Beispiel 
kann eine Zugabe von 150 mg Mittel pro Gramm nassem Gewebe nicht 
ausreichend sein, urn den Collagengehalt des Gewebes vollstandig zu 
dispergieren und zu solubilisieren, so daiJ so viel wie vier sol- 
cher Zugaben erf order lich sein konnen. 

Die erforderte Menge sollte im allgemeinen das Gewichts- 
verhaltnis von Acylierungsmittel zu nafiern Gewebe von im weiten Be- 
reich 0,005 bis 0,05 : 1 und vorzugsweise 0,05 bis 0,1 : 1 ge- 
nugen. 

Die Reaktionszeit zur Erzielung einer vollstandigen 
Solubilisierung des collagen Gewebes kann im Bereich von etwa 
30 Minuten bis 2 Stunden liegen. Die Zeit hangt ab von der Menge 
des Solubilisierungsmittels, dem spezif isch verwendeten Solubili- 
sierungsmittel , der Geschwindigkeit des Schiittelns oder Riihrens, 
der Temperatur, dem pH-Wert und dem Grad, zu dem das Gewebe an- 
fanglich in der vorherigen Homogenisierungsbehandlung pulver isiert 
oder dispergiert wurde . 

Fiir die Carbonsauremodif izierungsreaktion wird das nicht 
collagene, proteinverunreinigunsfreie und lipidfrei extrahierte 
Gewebepulver wvinschenswerterweise getrocknet, zum Beispiel im 
Vakuum oder Gef riertrocknen, und mit einem carbons aurereakti vem 
Veresterungsmittel in eihem nicht waBrigen, organischen Medium bei 
saurem pH, vorzugsweise nicht mehr als etwa pH 3,2, wie etwa pH 
0,1 bis 3,2, vereinigt. 

Die benotigte Menge sollte im allgemeinen das Gewichts- 
verhaltnis von Verestesterungsmittel zu trockenem Gewebe von in 
we item Bereich von 1 bis 30 : 1, vorzugsweise 1 bis 20 : 1, und 
besonders bevorzugt 5 bis 2 0 : 1, geniigen. 
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Insbesondere ist das Medium vorteilhaf terweise ein 
grofier Oberschu/J des Veresterungsmittels in der Form einer ange- 
sauerten Fliissigkeit, wie einem angesaurerten Alkohol, insbesonde- 
re einem aliphatischen Alkohol, wie ein wasserloslicher niederer 
Alkohol, zum Beispiel Methanol und Ethanol . Die Veresterungsreak- 
tion, die den Ester und Wasser bildet, wird durch Verwendung eines 
Uberschusses an Alkohol begiinstigt, um die effiziente Bildung des 
Esterprodukts sicherzustellen, in Gegenwart einer katalytischen 
Menge einer Saure, wie 0,1 N HC1 als Acidif izierungsmittel , zum 
Beispiel durch Bereitstellen eines System-pH-Werts von etwa 0,1 
bis 3,2. 

Die Reaktion wird wiinschenswerterweise unter wasser- 
f reien Bedingungen unter Verwendung dehydrierter Ausgangsraateria- 
lien fur optima le Ergebnisse bewirkt, obwohl akzeptierbare Ergeb- 
nisse auch noch mit Ausgangsmaterialien erhaltbar sind, die nicht 
dehydriert wurden, zum Beispiel unter Verwendung von naflem Gewebe- 
pulver . 

Im allgemeinen kann das Veresterungsmittel ein alipha- 
tischer oder aromatischer Alkohol sein, wie ein niederer Alkohol. 
oder ein Arylalkohol (zum Beispiel Phenol oder Naphthol ) , um den 
entsprechenden aliphatischen oder aromatischen Ester, zum Beispiel 
Alkyl oder Aryl (zum Beispiel Phenyl oder Naphthyl), zu bilden. 

Wo das Veresterungsmittel ein Feststof f bei Raumtempera- 
tur ist, kann es in einem geeigneten, nicht waflrigen, organischen 
Losungsmittel aufgelost werdeh, wie Aceton, N,N-Dimethylf ormamid 
(DMF), Ethanol oder Methylpyrrolidon, als organischem Medium. 

Die Veresterungsreaktion wird bei der gleichen Terapera- 
tur und iiber die gleiche Reaktiohszeit , wie die Acylierungsreak- 
tion, wegen der gleichen Griinde, durchgefiihrt, aber da das Ver- 
esterungsmittel vorteilhaf terweise in einem grofien Oberschu/3 als 
nicht wMflriges, organisches Reaktionsmedium verwendet wird, wird 
die Menge des Veresterungsmittels vorzugsweise mehrere Male grdfter 
als die des trockenen Ausgangsgewebes sein, zum Beispiel in einem 
Gewichtsverhaltnis davon von 2 bis 20 : 1, obwohl das Vernal tnis 
1 bis 30 : 1, und vorzugsweise 1 bis 20 : 1, im allgemeinen sein 
kann, insbesondere wo das Veresterungsmittel ein Feststof f ist und 
ein organisches Losungsmittel als Reaktionsmedium verwendet wird. 

Wo das Gewebepulver bereits durch die Aminmodif izie- 
rungsreaktion solubilisiert wurde, kann das gewonnene und gerei- 
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nigte acylierte Produkt getrocknet werden, zum Beispiel im Vakuum 
oder durch Gefriertrocknen, und dann mit dem angesaurerten Ver- 
esterungSmittel vereinigt und umgesetzt werden, urn das entspre- 
chende acylierte und veresterte Produkt herzustellen. Alternativ 
kann das Gewebe zuerst dem Veresterungsschritt unterzogen werden, 
und das veresterte solubillsierte Produkt dann dem Acylierungs- 
schritt unterzogen werden. 

Der Reaktionsmechismus fur die Solubilisierung des 
Collagens erfordert eine freie aminreaktive Gruppe (NH 3 + ) fiir den 
Acylierungsschritt oder eine freie carboxylreaktive Gruppe (COO"), 
fiir den Veresterungsschritt. Typischerweise befinden sich solche 
f reien reaktiven Gruppen in der tertiaren Position oder an der 
terminal en Position (der Seitenkette) der Polypeptidstruktur . Die 
zwei primaren reaktiven Gruppen an Collagenmolekiilen sind (i) die 
epsilOn-Aminogruppe am Lysin und (ii) die Carboxylgruppen an der 
Asparaginsaure und Glutaminsaure: 

NH* COO" COO" 

I I I 

(CH 2 ) 4 CH 2 (CH 2 ) 4 

-N-C-C- -N-C-C- -N-C-C- 

I I II II II I I II 

H H O H H O H H O 

Lysin AsparaginsSure Glutaminsaure 

pKb = 9,74 pKa =2,87 pKa = 3,22 

Beispielsweise wird die NH 3 *-polare Gruppe (kationisch) 
mit Anhydriden, Saurehalogeniden, Sulf onylhalogeniden und aktiven 
Estern, wie Monophenylterephthalat , reagieren. Diese Mittel werden 
die Ladung an der Aminogruppe des Ly sins von positiv ( + ) zu nega- 
tiv (-) andern, und die resultierende collagene Struktur wird bei 
neutralem pH loslicher sein. 

Analoge finderungen von negativ (-) zu positiv ( + ) treten 
bei der Veresterung der Asparagin- und Glutaminsaure-COO~-polaren 
Gruppe (anionisch) mit Alkoholen auf . 

Die Reaktion kann durchgefiihrt werden bis das Collagen 
im wesentlichen im Medium vollstandig solubilisiert ist, und das 
solubillsierte Collagen gewonnen, gereinigt und mit der waflrigen 
Fliisslgkeit vereinigt wird, um eine Telopeptidcollagenlosung als 
Produkt zu bilden. 
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Im Fall der Acylierungsreaktion in wafirigem Medium bei 
neutralem bis basischem pH kann das solubilisierte telopeptid- 
haltige Collagen durch Acidif izieren des Reaktionsmediums auf 
einem pH von 3,5 bis 5,0, und vorzugsweise 4,0 bis 4,5, unloslich 
gemacht werden . Das Prazipitat kann dann gewonnen werden. 

Ira Fall der Veresterungsreaktion in einem nicht waflrigen 
organischen Medium bei saurem pH kann das solubilisierte, telopep- 
tidhaltige Collagen gewonnen werden durch Trocknen, zum Beispiel 
im Vakuum Oder durch Mischen der angesSurerten, alkoholischen 
Losung mit Ethylester (zum Beispiel in einem 1 : 1 VolumenverhMlt- 
nis) und dann Extrahieren des Collagens vom organischen Gemisch 
mit Wasser . 

Fiir spezielle ophthalmische Anwendungen ist es bevor- 
zugt, daB das Modif izierungsmittel zum Modif izieren des Collagens 
fahig ist, um ein solubilisiertes Collagen mit einem hohen Brech- 
ungsindex zu schaffen. Dies ist am wirksamen zum Korrigieren des 
SehvermSgens . Das solubilisierte Collagen wird gewonnen, gereinigt 
und mit einer waflrigen Fliissigkeit vereinigt, urn- eine Telopeptid- 
collagenlosung mit ausgewahltem Brechungs index zum Korrigieren des , 
Sehvermogens als Produkt zu bilden. 

Das Mittel, das verwendet wird, um einen solchen ausge- 
wahlten Brechungs index (nD) zu erreichen, ist geeigneterweise ein 
aminmodif izierendes Acylierungsmittel , das zur Erreichung einer 
vollstandigen Solubilisierung des Collagens fahig ist, um ein 
Produkt bereitzustellen, das im wesentlichen vollstSndig bei 
physiologischen pH-Bedingungen loslich ist, wie Anylin-2-sulfon- 
saure (nD = 1,586), 3-Nitrobenzolsulf onsaure (nD = 1,550), 
2-FbrmylbenzolsuifonsMure (nD = 1,544), 1, 3-Benzoldisulfonsaure, 
1,2,4,5-Benzoltetracarbonsauredianhydrid Oder ahnlichen Reagen- 
zien, deren besondere, einen Teil bildende reaktive Gruppen Oder 
funktionelle Gruppen einen hohen Brechungsindex zeigen oder einen 
resultierenden hohen Brechungsindex der so modif izierten collage- 
nen Substanz verleihen. 

Somit werden solche Mittel im allgemeinen einen Bre- 
chungsindex von mindestens etwa nD 1,500, wie einen Brechungsindex 
von etwa nD 1,500 bis etwa nD 1,600, besitzen. 

Alterhativ kann die Reaktion durchgefiihrt werden, bis. 
das Collagen nur teilweise solubilisiert ist, um ein Gemisch von 
relativ langen f aserigen Partikeln und suspehdierbaren f einen 
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faserigen Partikeln von unsolubilisierten Telopeptidcollagen in 
einer homogenen, zum Beispiel gallertartigen, Masse von solubili- 
siertem Telopeptidcollagen zu schaffen, und die suspendierbaren 
feinen Teilchen und das solubilisierte Collagen, das gewonnen, 
gereinigt und mit einer wSJJrigen Flussigkeit vereinigt wird, 
bilden eine faserige Telopeptidcollagensuspension als Produkt. 

Das Produkt kann in jedem Fall in eine in jizierbare, 
f lieRbare Masse, eine kittartige, streichbare Masse Oder Fuller, 
zum Beispiel aus einer f ilmbildenden Losung Oder Suspensionspro- 
duktmaterial, Oder fein unte^teilte verteilbare, zum Beispiel 
trockenes Pulver, Teilchen geformt werden, und alle Formen des 
Produkts konnen vernetzt sein, das heifit vor und/oder nach Auto- 
implantation. 

Vor der Implantation wird jede solcher Produktformen 
gegebenenf alls teilweise vernetzt, das heiflt nicht ausreichend, um 
eine f ormerhaltende Masse zu bilden noch vor den in jizierbaren und 
kittartigen Formen, ausreichend zur selektiven Vlskositatserho- 
hung, und nach Implantation wird es gegebenenf alls in situ ver- 
netzt Oder im Fall einer Implantationsvorrichtung wird das Produkt 
vor Implantation vollstSndig vernetzt. 

Das Ver net z en kann zum Beispiel thermisch, chemisch, mit 
einem Isocyanat Oder Aldehyd, wie Clutaraldehyd, oder durch Be- 
strahlung mit gamma- Strahl en oder yorzugsweise ultravioletten 
Strahlen bewirkt werden. Oblicherweise wird das Vernetzen gleich- 
zeitig mit oder nach Autoimplantation durch gleichzeitiges In ji- 
zieren, Bestreichen oder Yerteilen eines chemischeh Vernetzungs- 
mittels mit dem Produkt an der Implantationsstelle oder durch 
Bestrahlung des Produkts mit ultraviolettem Licht in situ an der 
Implantationsstelle bewirkt werden.' 

Verstandlicherweise 1st die Verwendung von Hitze oder 
gamma -Be strahlung weniger bevorzugt, da dies die Integritat des 
Collagens nachteilig beeinflUssen kann, das heifit Hitze kann das 
Denaturieren des Collagens veiursachen und gamma-Bestrahlung kann 
Abbau, exzessive Polymerisierung und/oder unnotiges Gilben des 
Collagens, abhangig von der Bestrahlungsdosis oder Intensitat 
bewirken. 

Falls gewunscht, konnen Mater ialien, wie Glycerol oder 
Glucose, die die Collagenf ibrillenbildUng verlangsamen, zu der 
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injizierbaren Col lagenherstel lung zugegeben werden, um das Colla- 
gen zu stabilisleren . 

Die implantierten Produkte umfassen injizierbare, fliefl- 
bare Massen als Glaskorperimplantate, von Teilchen stammenden 
zusammengesetzte Schichten oder Schwammimplantate und f ormerhal- 
tehde Oberziige und verbindende Schicht-Implantate als Fasern, 
Filme, Rohren, Linsen und ahnlichen Strukturen. 

Insbesondere kann das Produkt in elne Masse von ausge- 
wahlter Form und Grofle geformt werden, entsprechend elner wirk- 
samen Implahtatvorrichtung, und danach vernetzt werden, um elne 
solche Vorrichtung herzustellen. 

Es wlrd erkannt werden, dafl ophthalmische Autolmplantate 
im wesentlichen optisch klar sein miissen, wenn man ihren Zweck zur 
Korrektur des Sehvermogens betrachtet, wShrend weiche Gewebeauto- 
implantate, ztim Beispiel intradermale Implant ate, im allgemeinen 
faserig Oder partikular sein miissen, um die erwiinschte struktu- 
relle Festigkeit zu schaffen. 

Daher wird optisch klares Implantatmaterial durch voll- 
standige Solubilisierung des Ausgangsgewebes hergestellt. Auf der 
anderen Seite erfordert faseriges oder partikulMres Implantatmate- 
rial nur die teilweise Solubilisierung des Ausgangsgewebes, um das 
Ausgangsgewebe in eine physikalische Form des collagenen Substanz- 
prddukts zu fragment ieren, die zur Injektion durch eine Nadel in 
gee igneter Grofle, zum Beispiel eine Nadel mit Ka liber (gauge) 25 
bis 30, fahig ist, ohne Nachteil fiir die Form der injizierbaren 
Masse oder Schwierigkeiten zur Erreichung einer geeigheten Flufl- 
abgabe zur Implantatstelle. Gewohnlicherweise wird die partikulMre 
Form der collagenen Substanz auch etwas an solubilisierter Form 
enthalten . 

Es wurde iiberraschenderweise gefunden, dafl die Herstel- 
lung des solubilisierter, collagenen Materials mit hohem Bre- 
chungs index erreichbar 1st durch Verwendung eines Modif izierers 
als chemisches Modif izierungsmittel zum. Beispiel eines Acylie^ 
rUngsmittels , mit einem hoheren Brechungs index als andererseits 
notwendig zur allgemeinen Erreichung einer vollstandigen Solubili- 
sierung der collagenen Substanz. Die Solubilisierung funktioniert 
spezifisch mit diesem Modi fizierer mit hohem Brechungs index oder 
Reagenz, um in der Herstellung einer klaren Preparation mit einem 
hoheren Brechungsindex als einen auf andere Weise erhaltenen unter 



Verwendung eines chemischen Modif izierungsmittels,, zum Beispiel 
Acylierungsmittels, im allgemeinen zu resultieren. 

Diese klare Preparation mit hohem Br echungs index Oder 
dieses collagene Substanzprodukt mit hohem Brechungs index wird 
angesehen hervorragend w irks am verwendbar zu sein, um Brechungs - 
f ehler im Sehvermogen zu korrigieren, insbesondere im Hinbiick auf 
die Tatsache, dafl je hoher der Brechungs index is t, desto diinner 
mufl der Film sein, um den Fehler zu korrigieren, und somit mufl die 
Menge des Ausgangsgewebes niedriger sein, das vom menschlichen 
Spender erhalten wird. 

Gemaft einem anderem Aspekt dieser Erf indung werden 
Verfahren zur Verwendung des Produkts zur Xnderung des Zustands 
von in situ Gewebe des gleichen menschlichen Spenders durch Auto- 
implantation geschaf fen. 

Ein Verfahren umf aflt das Plazieren einer wirksamen Menge 
des Produkts, wie die vollstMndig solubilisierte Losung oder die 
teilweise solubilisierte Suspension, zum Beispiel als injizier- 
bare, f lieBbare Masse, oder gef ormt in eine kittartige streichbare 
Masse oder in f ein unterteilte verteilbare Teilchen/ an die in 
situ Gewebestelle des gleichen Spenders, wobei zum Beispiel das 
Produkt danach in situ vernetzt wird. 

Ein anderes Verfahren umfaAt das Plazieren des bereits 
vernetzten Produkts als geformter Gegenst and oder Vorrichtung an 
die in situ Gewebestelle. . 

Ein besonderes Verfahren zur Verwendung des^ voilstandig 
solubilisierten Produkts, insbesondere wenn es mit dem ausgewahl- 
ten Brechungs index hergestellt wurde, betrifft das Wiederf ormen 
der Hornhaut eines Auges des gleichen menschlichen Spenders zur 
Korrektur des Sehvermogens . 

Das Verfahren umf aflt das Anwenden einer Form an die 
Oberf lache der Hornhaut des Auges, die wiedergef ormt werden soli, 
wobei die Form eine konkave Oberf lache von ausgewahlter Form und 
Grofle auf weist, entsprechend einer wirksamen Form und GroBe fur 
die Suflere Oberflache der wiedergef ormten Hornhaut zum Korrigieren 
des Sehvermogens des Auges, Injizieren einer wirksamen Menge des 
Produkts in die Hornhaut zwischeh einem Paar von benachbarten 
Lame 11 en in der Region der auBeren Oberflache der Hornhaut, um 
eine Masse zwischen den Lamellen zu bilden, wobei die auBere 
Oberflache der Hornhaut auf und in Kontakt gegeniiber mit der 
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konkaven Oberflache der Form zu expandieren, Vernetzen der Masse 
in situ, urn ein f ormerhaltendes Iinplantat zu erhalten, und danach 
Entfernen der. Form. 

Vorzugsweise wird ein Vakuum auf die Hornhaut wahrend 
des Injizierens angewendet, urn das Expandieren der Sufleren Ober- 
flache der Hornhaut im Kontakt mit der konkaven Oberflache der 
Form zu erleichtern. Das Vernetzen wird zum Beispiel durch Be- 
strahlen des auBeren vorderen Teils der Hornhaut mit Ultraviolett- 
(UV) -Strahlen bewirkt. Die Hornhaut wird auch wunschenswerterweise 
mit Stickstoff, Argon oder einem anderen Inertgas wahrend des 
Vernetzens gespiilt, urn Sauerstoff von der Bestrahlungsstelle zu 
entfernen. 

Ein besonderes Verfahren zur Verwendung des Produkts als 
injizierbare, flieiJbare Masse betrifft das Wiederformen der Haut- 
kontur des gleichen menschlichen Spenders zum im wesentlichen 
Eliminieren von Hautvertiefungsf lSchen. Das Verfahren umfaBt das 
Injizieren einer wirksamen Menge des gegebenenfalls teilweise 
vernetzten Produkts in die Haut an der Stelle der Hautvertiefungs- 
flache, die wiedergef ormt werden soli, in die papillare Hautre- 
gion, urn eine Masse im intradermalen Gewebe zu bilden, die die 
aufiere Oberflache der Haut zum Expandieren zum im wesentlichen 
Eliminieren der Vertiefungsf lachen bringt, und Vernetzen der Masse 
in situ, urn ein f ormerhaltendes Implantat herzustellen. 

Ein besonderes Verfahren zur Verwendung des vollstahdig 
solubllisierten Produkts, insbesondere wo es mit dem ausgewShlten 
Brechungsindex hergestellt ist, betrifft das Uberziehen von in 
situ Gewebe eines Auges des gleichen menschlichen Spenders durch 
Bilden des Produkts in eine gegebenenfalls partiell vernetzte 
kittartige streichbare Masse, Ausstreuen einer wirksamen Menge der 
Masse als Uberzug auf dem in situ Gewebe des Auges, zum Beispiel 
als diinner, enger Uberzug iiber und in einen Schnitt als nahtma- 
terialfreien GeWebeverbinder, und Vernetzen des Oberzugs in situ, 
urn ein f ormerhaltendes Oberzugs implantat herzustellen. 

Ein anderes besonderes Verfahren zur Verwendung des 
vollstandig solubilisierten Produkts, insbesondere wo es mit dem 
ausgewahlten Brechungsindex hergestellt wurde, betrifft das Er- 
setzen des Glaskorpers, der von Glaskorperhohlraum eines Auges des 
gleichen menschlichen Spenders entfernt wurde, durch gegebenen- 
falls Vernetzen des Produkts, ausreichend urn eine injizierbare, 
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f lieAbare Masse von gallertartiger Konsistenz entsprechend der des 
Glaskorpers zu schaffen, und Injizieren einer Ersatzmenge der 
vernetzen Masse in den Glaskorperhohlraum. 

Ein weiteres Verf ahren zum Veirwenden des Produkts in 
Form einer kittartigen, streichbaren Masse betrif ft das Oberziehen 
in situ von Gewebe der Haut des gleichen menschlichen Spenders 
durch Aufstreichen einer wirksamen Menge des gegebenenfalls par- 
tiell vernetzten Produkts als einen Oberzug auf das in situ Haut- 
gewebe , zum Beispiel als diinner enger Oberzug iiber und in einen 
Schnitt als nahtmaterialfreiem Gewebeverbinder, und Vernetzen des 
Oberzugs in situ, urn ein f ormerhaltendes Oberzugsimplantat herzu- 
stellen. 

Ein analoges Verfahren betrif ft die Verwendung des 
Produkts in Form einer kittartigen, streichbaren Masse Oder fein 
unterteilter verteilbarer Partlkel zum Oberziehen von in situ 
Gewebe an einer internen chirurgischen Stelle des gleichen mensch- 
lichen Spenders durch Aufstreichen einer wirksamen Menge der 
gegebenenfalls partiell vernetzten, streichbaren Masse als einen 
Oberzug und/oder als verbindende Schicht, Oder Verteilen einer 
wirksamen Menge der Partikel als zusanunengesetzten Oberzug und/ 
oder zusanunengesetzten Verbindungsschicht auf das in situ Gewebe 
an der internen chirurgischen Stelle, zum Beispiel iiber und in 
einen kleinen Schnitt in ein RandblutgefaB und Vernetzen des 
Oberzugs in situ, urn ein f ormerhaltendes Oberzugsimplantat und/ 
oder verbindendes Schichtimplantat herzustellen. 

Ein weiteres. besonderes Verfahren der Verwendung des 
vollstahdig solubilisierten Produkts, insbesondere wenn es mit dem 
ausgewahlten Brechungs index hergestellt wurde, betrif ft das Wider- 
f or men der Hornhaut eines Auges des gleichen menschlichen Spenders 
zur Korrektur des Sehvermogens durch Formen des Produkts in eine 
Masse von ausgew^hlter Form und Grofte entsprechend einer wirksamen 
Implantatvorrichtung und Implantieren in die Hornhaut des Auges, 
die wiedergef ormt werden soil zwischen einem Paar von benachbarten 
Lame lien in der Region der Sufleren Oberflache der Hornhaut, zum 
Bereitstellen einer wirksamen konvexen Form f iir die Muflere Oberr 
flache der wiedergef ormten Hornhaut zum KOrrigieren des Sehver- 
mogens des Auges, Vernetzen der Masse, urn eine formerhaltende 
Implantatvorrichtung herzustellen, und Implantieren der Vorrich- 
tung zwischen dem Paar der Lame 11 en. 
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Ein noch weiteres Verfahren zur Verwendung des voll- 
standig solubilisierten Produkts, insbesondere wenn es mit dera 
ausgewahlten Brechungs index hergestellt wurde, betrif ft das Be- 
reitstellen einer intraocularen Implantatlinse fur ein Auge des 
gieichen menschlichen Spenders durch Bilden des Produkts in einer 
Masse von ausgewahlter Form und Grofle entsprechend einer wirksamen 
intraocularen Implantatlinse fiir das Auge, Vernetzen der Masse und 
nach chirurgischem Entfernen der natiir lichen Augenlinse vom Auge 
Implant ieren der vernetzten intraocularen Implantatlinse in das 
- Auge.. 

Ein verwandtes Verfahren zur Verwendung des vollstandig 
solubilisierten Produkts, insbesondere wenn es mit dem ausgewahl- 
ten Brechungs index hergestellt wurde, betrif ft das Bereitstellen 
einer Kontaktlinse fiir ein Auge des gieichen menschlichen Spenders 
durch Ausbilden des Produkts in einer Masse von ausgewahlter Form 
und Grofle entsprechend einer wirksamen Kontaktlinse fiir das Auge, 
Vernetzen der Masse, um eine f ormerhaltende Kontaktlinse herzu- 
stellen, und entfernbares Plazieren der Kontaktlinse im Kontakt 
mit dem Auge. 

Ein noch weiteres Verfahren zur Verwendung des voll- 
standig solubilisierten oder partiell solubilisierten Produkts 
be trif ft das tiber Ziehen in situ Gewebe: an einer internen chir- 
urgischen Stelle des gieichen menschlichen Spenders durch Bilden 
des Produkts in einer Masse von ausgewahlter Form und Grofle ent- 
sprechend einer wirksamen Implantatvorrichtung zum Oberziehen 
und/ oder Verbinden des in situ Gewebe s an der internen chirur- 
gischen Stelle, Vernetzen der Masse, um eine f ormerhaltende Im- 
plantatvorrichtung her zustellen, und Implant ieren der Vorrichtung 
a Is tiberzug und/ oder verbindende Schicht im Kontakt mit dem Gewe- 
be, zum Bel spiel in der Form einer rohrenf ormigen, f ormerhaltenden 
Vorrichtung, um scharf e Enden von Randblutgef aflen anzubinden und 
zu verbinden. 

Betrachtet man die gesamten Aspekte dieser Erf indung, 
dann wird auch ein Verfahren zur Anderung des Zustands von in situ 
Gewebe eines menschlichen Spenders durch Autoimplantation ins Auge 
gefaflt, bei dem eine wirksame Menge einer autoimplantierbaren 
collagenen Substanz an der Stelle des in situ Gewebes des gieichen 
menschlichen Spenders plaziert wird, wobei die Substanz ein Pro- 
dukt konstituiert , das durch das Verfahren des chemischen Modifi- 
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zierens von Collagen durch irgendwelche Mittel aus intaktem 
menschlichem Gewebe hergestellt 1st, wobel das Gewebe von dem 
menschlichen Spender alleine erhalten wurde, ausreichend um zu- 
mindest teilweise das Collagen aus dem Gewebe zu solubilisieren, 
um die auto imp 1 antler bare collagene Substanz als Produkt herzu- 
stellen, gebebenenf alls Vernetzen bevor es an der Stelle plazlert 
wird oder in eine f ormerhaltende Implantatvorrichtung von ausge- 
wahlter Gestalt und GroJie geformt wird und dann an der Stelle als 
Vorrichtungsimplantat plaziert wird. 

Bezugnehmend auf die Zeichnungen zeigen Fig. 1 bis 2 
eine Form 1 mit einer konkaven Oberf lSchenf ormation 2 entsprechend 
einer vOrbestimmten konvexen Form fur die Sufiere Oberflache 3 der 
wiedergef ormten Hornhaut 4 des Auges des menschlichen Spenders, 
dessen Sehvermogen korrigiert werden soil. Formation 2 umfaflt ein 
zentrales durchlochertes konkaves Oberf lachenteil 5. aus einem 
ultraviolett-(UV) -strahlenpermeablen Kunststoff , wie Polymethyl- 
methacrylat/ das eine Vielzahl von durchgehenden Poren 6 aufweist, 
zum Beispiel als diinnes Sieb oder porSses Element und ein periphe- 
res Abdichtrandteil 7 aus weichem biegsamen elastischen Material, 
wie SilicOnkunststoff, zum Beispiel als Einfassung, abhangig vom 
Hauptkorper 8 der Form 1. Korper 8, Hhnlich wie das durchlocherte 
Teil 5, ist aus einem UV-strahlenpermeablen Kunststoff , wie Poly- 
methylmethacrylate hergestellt. 

Form 1 wird auf die Hornhaut aufgebracht, so . dafl das 
durchlocherte Teil 5 der aufieren Oberflache 3 der Hornhaut gegen- 
iiber Licht, um einen Expansionsraum 9 zwischen der benachbarten 
durchlocherten Oberflache 10 und der aufleren Oberflache 3 der 
Hornhaut, definiert, um so das Randteil 7 einer im wesentlichen 
luftdichten Dichtung mit der benachbarten Mufler en Oberflache 3 der 
Hornhaut, die den Expansionsraum 9 umgibt, bildet. 

Korper 8 enthalt ein Verteilerstuck 11, dessen Fluli 
auswarts mit der Auflenseite der Form 1 iiber eine zentrale Passage 
12 und einwarts iiber die Poren 6 mit Raum 9 kommuniziert. Korper 8 
enthalt auch eine Serie von geeigneten im Kreisumf ang beabstande- 
ten peripheren Passagen 13, deren Flufl mit der peripheren Kreis- 
leitung 14, die zwischen der Unterseite des Korpers 8 in der Nahe 
des Randteils 7 und der Flache der auBeren Oberflache 3 der Horn- 
haut, die den Expansionsraum 9 umgibt, mit dem AUfleren der Form 1 
kommuniziert. 
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Nachdem der Chirurg die Form und das Volumen des ge- 
wiinschten Hornhaut implantats bestlnunt hat, das zur Korrektur des 
Sehvermbgens des betroffenen Auges des Spenderpatienten verwendet 
werden soil, wird ein Schnitt 16 in die Hornhaut gemacht, um eine 
Tasche 17 von im allgemeinen kreisf ormigen Profil zu bilden und 
sich im wesentlichen parallel zur Hornhautwand erstreckt, zwischen 
einem Paar von benachbarten Lamellen in der aufleren Oberflache 3 
der Hornhaut.- Dann wird das Collagenlosungsprodukt in die Tasche 
17 in einer wirksamen Menge injiziert, um eine Masse 18 zwischen 
den benachbarten Lamellen, entsprechend dem vorbestimmten Volumen 
des gewiinschten Implantats, zu bilden. 

Dies kann ausgefiihrt werden durch Einfiihren einer Injek- 
tionsnadel durch die zentrale Passage 12 durch eine gee ignete 
selbstabdichtende perforierbare Membran 19, die am aufleren Teil 
der zentralen Passage 12 sich befindet, und im we iter en durch eine 
zentrale pore 6a des durchlficherten Tells 5, zum Schnitt 16 und 
zur Tasche 17. Wenn die Injektion stattfindet, wird die aufiere 
Oberflache 3 der Hornhaut dazu gebracht, zu und in einen gegen- 
iiberliegenden Kontakt mit der Forraoberf lache zu expandieren. 

Um die Erzielung der Expansion der aufleren Oberflache 3 
der Hornhaut in den Expansionsraum 9 und schliefllich den vollen 
Kontakt zwischen der Sufleren pberflSche 3 der Hornhaut und der 
Formoberf lache 10 zu unterstutzen, kann ein Vakuum an die Hornhaut 
4 iiber die zentrale Passage 12, den Poren 5 und den Expansionsraum 
9 von ausreichender Saugf estigkeit angewendet werden, um den 
aufleren Oberf lachenbereich der Hornhaut, die sich in Kontakt mit 
der Formation 2 befindet, wenn die Injektion stattfindet, zu 
Ziehen. Um einen Druckunterschied im Expansionsraum 9 zu schaffen, 
kann kompensierender atmbspharischer Luftdruck iiber die periphere 
Passage 13 zur Leitung 14 angewandt werden. 

Danach wird die Masse 18 in situ durch Verwendung von 
UV-Strahlung von einer geeigneten Quelle S vernetzt, wie es in den 
gestrichelten Linien in Fig. 1 gezeigt wird, durch Form 1 und 
diirchlocherten Teil 5 zum aufleren vorderen Teil der Hornhaut 4, 
ausreichend, um die Umwandlung der Masse 18 in ein formerhaltendes 
Autoimplantat zu erreichen. Um die Evakuierung von Sauerstoff in 
der Luft von der Bestrahlungsseite wfihrend der Bestrahlung zu 
unterstutzen, kann Sticks toff, Argon oder ein anderes Inertgas 
iiber die zentrale Passage 12 zur Vertei lung iiber das Verteiler- 
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stuck 11 und die Poren 6 zum Expansions raum 9 zur Spiilung der 
auAeren Oberflache 3 der Hornhaut eingefiihrt werden, so dafl der 
Gasflufi von zum Beispiel Stickstoff iiber Leitung 14 und periphere 
Passagen 13 austritt. 

Alternativ kann das Auto implant at in ein gef ormtes 
Insert in analoger Art durch Bestimraen der gewiinschten Form und 
GroJle Oder Volumen des Implantats, Formen des Collagenlosungs- 
produkts in eine Masse von entsprechender Gestalt in einer Form 
analog der in den Fig. 1 und 2 gezeigten und UV-Bestrahlen der 
Masse hergestellt werden, um ein formhaltendes Implantatinsert zu 
bilden, worauf das Insert iiber einen ahnlichen Schnitt und eine 
ahnliche Tasche in die Hornhaut des Auges des Spenders implant iert 
■ wird. 

In ahnlicher Art kann die Hautkontur des Spenders zur 
Eliminierung von Hautvertlefungsf lachen wiedergef ormt werden durch 
Injizieren des Collagensuspensionsprodukts in einer wirksamen 
Menge, a Is Masse in die Haut an die Stelle der Hautvertiefungs- 
flSchen, die wiedergef ormt werden sollen/ in die papillare Haut- 
region wiedergef ormt, una eine Masse im intradermalen Gewebe zu 
bilden, die das Expandieren der Mufleren Oberflache der Haut zum 
Eliminieren der Vertiefungen, wie Faltenlinien oder Narbengewebe- 
strukturen, zu verursachen , und dann Vernetzen der Masse in situ 
wie im Fall des Hornhaut implantats. Alternativ kann die Masse in 
ein formerhaltendes Auto implantatinsert, wie vorstehend beschrie- 
ben, umgewandelt werden, und das Insert an der Hautvertiefungs- 
f lMchenstelle iiber einen Schnitt, der eine interne chirurgische 
Stelle schafft, plaziert werden. 

Andere Verfahren zur Verwendung des Produkts zur Ande- 
rung der Bedingungen des in situ Gewebes des gleichen menschlichen 
Spenders durch Autoimplantation werden analog bewirkt. 

BEISPIELE 

Die folgenden Beispiele dienen der Illustrierung und 
nicht der Beschrankung der vorliegenden Erfindung. 

BEISPIEL 1 - Vollstandige Solubilisierung von humanem Collagen 

Menschliches Gewebe einer Hautbiopsie (dder menschliches 
Haut gewebe, das durch rekonstruktive Chirurgie Oder dergleichen 
erhalten wurde) des Spenderpatienten wird sofort eingefroren. 
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Proben des gefrorenen Gewebes werden prapariert, urn vorhandene 
epidermale und subkutane Schichten zu entferneh, und die verblei- 
bende Hautschicht wird geschnitten. 

(a) Die geschnittene gefrorene dermale Schicht wird physika- 
lisch griindlich in einer physiologischen Salzlosung (0,9 % NaCl in 
sterilem Wasser) als physiologisches L5sungsmittel durch Homogeni- 
sieren in einem Gewebehomogenisator (ubliche Polytron- oder 
Tekmar-Gewebemiihle) wkhrend etwa 30 Sekunden bei Raumtemperatur 
(25*C) pulverisiert/ ausreichend, um eine griindlich pulverisierte, 
weifie, faserige, kohasive Masse von unloslichem, hochyernetztem, 
nativem, telopeptidhaltigem, collagenem Gewebe als feste Phase 
herzustellen. Nicht collagene Bestandteile werden im physiologi- 
schen Losungsmittel auf gelost . Alternativ kann das Pulverisieren 
durch ubliche Cryopulverisierungstechniken durchgefuhrt werden. 

Die feste Phase wird dann durch Abpipettieren der Flussigkeit 
getrennt. Homogenisierung (oder Gryopulverisieren) der faserigen, 
kohasiven Masse wird 6 bis 10 Mai wiederholt, jede fur eine ahn- 
liche Zeitispanne, bis die Losung klar ist und die faserige Masse 
rein weifl und glitzernd ist mit nachf olgender Trennung von der 
physiologischen LSsungsmittelphase jedes Mai. 

Dieses gereinigte Material wird schliefllich von der vorhan- 
denen Flussigkeit getrennt und dann weiter griindlich durch Cryo- 
pulverisierung in der Gewebemuhle (oder alternativ durch Mahlen in 
f liissigem Stickstof f unter Verwendung von Morser und StoBel) fur 
eine zusatzliche Zeitspanne von etwa 30 Sekunden pulverisiert. Die 
resultierende pulverisierte Masse Wird als Gewebepulver der nun 
nicht collagenen, proteinverunreingungs f reien, unlbslich fase- 
rigen, hochvernetzten , nativen, telopeptidhaltigen, collagenen 
Substanz gewonnen. 

(b) Um Lipidverunreinigungen zu entfernen, wird das Gewebe- 
pulver niit 20 Volumen von 95 bis 98 %igem Ethanol gemischt, das 
resultierende, mit organischem losungsmittel extrahierte Pulver 
wird durch Zentrif ugation gewonnen, und das restliche Ethanol 
durch Vakuumtrocknen entfernt. Alternativ wird das restliche 
Ethanol durch dreimaliges Waschen mit 20 Volumen demineralisiertem 
Wasser entfernt. 

Das resultierende ethanolfreie Gewebepulver wird dann in 20 
bis 30 Mai seinem Volumen physiologischer wMBriger 0,9 M NaCl 
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Losung (oder gepufferter SalzlSsung) plaziert, um eine waflrige, 
fliissige Suspension zu bilden. 

Alle vorstehenden Verfahren werden in einem Klasse-100-Abzug 
mit laminarem Flufl durchgefiihrt, um Verunreinigungen zu verhin- 
dern . 

(c) Die Suspension wird auf moderatem basischem pH, das 
heifit pH 8,5, durch Zugabe von 1-4 N NaOH eingestellt und dann bei 
Raumtemperatur (25°C) fur etwa 30 Minuten mit Bernsteinsaureanhy- 
drid als aminreaktives Modif izierungsmittel umgesetzt, das langsam 
in Portionen unter Rvihren zur Suspension zugegeben wird. Der pH 
wird kontinuierlich bei 8,5 durch Zugabe weiterer NaOH, wie es 
nStig ist, gehalten. Wenn die Reaktion fortschreitet, wird die 
faserige, collagene Substanz chemisch mbdifiziert, und die Suspen- 
sion wird klar und viskos wegen der Solubilisierung des Collagens. 
Die Reaktion wird durch Erhohung des pH auf 12,0 mit 5N NaOH 
beendet . 

Das vollstandig solubilisierte Material in der waflrigen 
Flussigkeit ist ein transparentes , viskoses, telopeptidhaltiges 
Collagen-"L6sungs"-Produkt verwendbar, zum Beispiel als ophthal- 
misches Autoimplantatmaterial. Die Reaktion kann an jedem Punkt 
gestoppt werden, um den Grad der chemischen Modif ikation und 
Solubilisierung der col lagenen Substanz zu beschranken. 

Das solubilisierte Produkt stellt chemisch modif iziertes , 
vernetzbares , telopeptidhaltiges, natiirlich vernetztes Collagen 
dar, indem die individuellen helikalen Strange der Triple-Helix-- 
Molekule in verbundener helikaler Anordnung nebeneinander entlang 
der entsprechenden Collagenpolypeptid-Hauptkette erhalten sind, 
wobei die terminalen Aminogruppen enthaltenden Stellen jedes 
gegebenen Strangs noch mit ihren benachbarten, nicht helikalen 
Telopeptidendresten verbunden sind und wobei die terminale Car- 
bons auregruppen enthaltenden Stellen des gleichen Strangs noch an 
ihre benachbarten nicht .helikalen Telopeptidendreste verbUnden 
sind. 

Somit bleiben alle drei helikalen Strange eines Tropocolla- 
genmolekiils an ihren Enden zu ihren entsprechenden Telopeptid- 
resten verbunden, Telopeptidreste bleiben zu benachbarten Tropo- 
collagenmolekiilen vernetzt und benachbarte helikale Strange blei- 
ben zu jedem anderen entlang ihrer zentralen Regionen und zu 
Telopeptidregionen von benachbarten Tropocollagenmolekiilen ver- 
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netzt, urn die ursprungliche Polypeptidhauptkettenanordnung und 
etwas der Ordnung der urspriinglichen intermolekularen Konfigura- 
tion beizubehalten. Diese Strange enthalten jedoch nun acylierte 
(succinylierte) Aminogruppen, die das Collagen bei neutral em bis 
basischem pH loslich machen, wahrend die Integrit&t der inter- 
molekularen Anordnung erhalten bleibt. 

Es soil verstanden werden, dafl diese individuell chemisch 
modif izierten Tropocollagenmolekiile als Konseguenz ihrer Solubili- 
sierung nicht 1 anger in einer gestaf felten Anordnung in Fibrillen 
oder Faserbtindeln , wie im Aus gangs gewebe, gepackt sind, sondern 
eher im wesentlichen intakte separate Einheiten konstituieren, die 
vollstandig im Reaktionsmedium gelost sind, wo eine vollstandige 
Solubilisierung durchgefuhrt wird. Wenn eine teilweise Solubili- 
sierung durchgefuhrt wird, dann enthalt die Suspension ein Gemisch 
von intakten, separaten Einheiten und verschiedene Grade von 
Fasereinheiten, die in Abhangigkeit vOm Ausmafi der Solubilisierung 
eingeteilt sind, die als feines Partikelmaterial im Reaktions- 
medium suspendiert oder dispergiert sind. 

Vergleichbare Ergebnisse sind unter Verwendung von Glutaran- 
hydrid, Monophenylterephthalat, Ethylbenzoat , alpha -Naphthalinsau- 
reethylester, Bernsteinsaure, chlorid, 4-Aminonaphthalinsulf onsau- 
re, 4,4 ' -Biphenyldisulfonylchlorid oder Benzolsulfonylchlorid als 
chemische Modif izierungsmittel erhMltllch. 

(d) Nachdem die Reaktion gestoppt 1st, wird die vollstSndig 
solubilisierte, collagene Substanz durch PrSzipitation mittels 
Reduzieren des pH-Werts des waflrigen, fliissigen Reaktionsgemisches 
auf etwa 4,3 mit IN HC1 gewonnen. Das PrSzipitat wird durch drei- 
bis fiinf maliges Waschen mit sterilem, angesauertem Wasser mit 
einem pH von 4,3 gereinigt, urn unreagierte Modif izierungsbestand- 
teile zu entfernen, und dann in waflriger, gepufferter, physiolo- 
gischer, neutraler Salzlosung (0,9 M NaCl) von neutralem pH aufge- 
iost, urn ein transparentes , dickes, flussiges Collagenldsungs- 
produkt zu bilden. 

(e) Dieses Losungsprodukt kann als Hornhautautoimplantat 
injiziert werden, und in situ durch UV-Bestrahlung vernetzt wer- 
den. Alternativ kann es in einer Masse von Form und Grofle ent- 
sprechend einem Hornhautautoimplantat geformt und vernetzt werden, 
urn einen dunnen, biegsamen, transparenten Film fiir Hornhautauto- 
implantation zu bilden. 
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BEISPIEL 2 - Teilweise Solubilisierung von humanem Collagen 

Das Verfahren von Beispiel 1, Tell (c) , wird wiederholt, mit 
der Ausnahme, daJl die Reaktlon gestoppt wird, nachdem die collage- 
ne Substanz nur teilweise solubilisiert ist. Das Produkt ist eine 
triibe, viskose Suspension einer teilweise solubilisierten und 
teilweise unsolubilisierteri, collagenen Substanz im waftrigen, 
flussigen Reaktionsgemisch. Es ist unloslich in waflriger, physio- 
logischer SalzlQsung und konstituiert den gleichen Typ an telopep- 
tidhaltigem, vernetzbarem Produkt, wie es in Beispiel 1, Teil (c), 
beschrieben ist . 

Uhuihge s e t z t e chemische Modif iziererbestandteile werden durch 
Was chen mit neutraler r gepuf ferter, waflriger Losung entfernt. Ein 
Prazipitat wird gebildet, gewonnen" durch Zentrifugation, und mit 
neutraler, gepuf ferter, physiologischer Salzlosung gemischt, um 
eine Collagensuspension zu bilden, die eine 1m wesentlichen homo- 
gene Losung darstellt, die suspendiertes Material mit acylierten 
Amingruppen (2 bis 10 % Collagen) enthalt . 

Das Suspensionsprbdukt wird durch eine Nadel vom Kaliber 
(gauge) 27 passiert, und es bildet ein weiDes PrSzipitat, wenn es 
in die physiologische Pufferlosung injiziert wird. 

Das Suspensionsprodukt wird als Hautautoimplantat injiziert, 
um Hautvertiefungsflachen, das heilit Faltenlinien, zu eliminieren, 
und in situ durch UV-Bestrahlung vernetzt. Das Produkt wird alter- 
nativ in eine Masse von Form und Grbfle geformt, die einer Hautver- 
tiefung entspricht, vernetzt, um eine f brmerhaltende Implantatvor- 
richtung als diihner, biegsamer Film zu bilden, und in die Haut 
autoimplantiert . 

BEISPIEL 3 - Brechungsindex - modif iziertes Collagen 

Das Verfahren von Beispiel 1 wird wiederholt mit der Aus- 
nahme, dafl die Reaktion mit Ahilin-2-sulf onsSure als aminreaktives 
chemisches Modif izierungsmittel oder durch sequentielle Umsetzung 
mit Anilin-2-sulfonsaure gefolgt von Bernsteinsaureahhydrid durch- 
gefuhrt wird, um die vollstSndig solubilisiert^, telopeptidhaltige 
collagene Substanz in der Form einer klaren und transparenten 
flussigen Collagenlosung bereitzustellen. Dieses Produkt stellt 
aus dem gleichen Typ an telopeptidhaltigem, vernetzbarem Produkt 
wie in Beispiel 1, Teil (c) , beschrieben dar, aber es weist einen 
ausgewahl'ten, spezif ischen> hohen Brechungsindex auf . Es kann wie 
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in Beispiel 1 als Hornhautautoimplantatmaterial zur Korrektur des 
Sehvermogens verwendet werden (Brechungs index nD von Anilin-2- 
sulf onsaure = 1,586). 

Vergleichbare Ergebnisse werden unter Verwendung von 3-Nitro- 
benzolsulf onsaure (nD = 1,550), 2-Formylbenzolsulf onsaure (nD = 
1,544), 1,2,4 , 5-Benzoltetracarbonsauredianhydrid und 1 , 3-Benzol- 
disulf onsaure als aminreaktive, chemische Modif izierungsmittel, 
die einen hohen Brechungsindex verleihen, erhalten. 

BEISPIEL 4 - Vollstandige Solubilisierung von humanem Collagen 

(a) Ein Stuck der menschlichen Haut, etwa 1 cm x 1 cm, wurde 
von einer Probe von menschlichem Gewebe prMpariert, das von einem 
erwachsenen Spender wahrend rekonstruktiver Chirurgie erhalten 
wurde. Das ungetrocknete Stuck wog etwa 1,25 g und wurde in schma- 
le Streifen unter Verwendung eines Skalpells geschnitten und in 20 
ml einer waflrigen 0,9 %igen NaCl-LSsung plaziert. Das Gewebe wurde 
dann bei Raumtemperatur (25 *C) in einer Miihle (Technical Instru- 
ments MicroMill) homogenisiert . 

Die Homogenisierung wurde in zwei getrennten Aliquots durch- 
gefvihrt. Mahlen wahrend 30 Sekunden wurde zehn Mai fur jedes 
Aliquot wiederholt. Nach jedem 30-sekiindigem Mahlen wurde die 
Miihle geoffnet, die Fliissigkeit mit einer 10 cm 3 Pipette entfernt 
und ein gleiches Volumen einer frischen waflrigen 0,9 %igen NaCl- 
Losung zugegeben. Dieses Verfahren erlaubt die Entfernung yon 
nicht zugehbrigen, nicht collagenen Proteinverunreinigungsf ltissig- 
keiten und resultiert in der Bildung einer weiflen, glitzernden, 
fadenziehenden Masse aus col lagenem Gewebe. Diese Masse war koha^ 
siv und konnte in der Miihle nicht weiter homogenisiert werden. Die 
f aserige Struktur wurde dann in kleine Stiicke unter Verwendung 
einer chirurgischen Schere geschnitten. 

(b) Urn LipidverUnreinigungen zu entfernen, kann die resul- 
tierende Masse mit 20 Volumen 95 bis 98 %igem Ethanol gemischt 
werden, die result ierende, mit organischem Losungsmittel extra- 
hierte Masse kann durch Zentrifugation gewonnen und das restliche 
Ethanol durch Vakuumtrocknen entfernt werden. Alternativ kann das 
restliche Ethanol von der zentrifugierten Masse nach dem Lipid- 
extraktionsschritt durch dreimaliges Waschen mit 20 Volumen de- 
ionisiertem Wasser entfernt werden. 



(c) Die gereinigten Stiicke wurden in 10 ml frischer waJirlger 
0,9 %iger NaCl-Losung plaziert und in der Miihle ohne Rest geteilt. 
Der pH wurde auf 9,0 unter Verwendung von 5N NaOH eingestellt und 
etwa 12 0 mg feingepulvertes Bernsteinsaureanhydrid wurde zugege- 
ben.,Die resultierende Suspension wurde dann wahrend 60 Sekunden- 
intervallen bei Raurateraperatur gemahlen. Zwischen den Intervallen 
wurde der pH wieder eingestellt auf 8,5 unter Verwendung von IN 
NaOH, bis der pH des gemahlenen Materials bei etwa pH 7,0 zu 
stabilisieren scheint. 

Dann wurde eine zweite Menge Bernsteinsaureanhydrid von 
120 mg zu der Suspension zugegeben und die Homogenisierung mit pH- 
Einstellung auf 8,5 unter Verwendung von IN NaOH, gefolgt von 60- 
sekiindigen Pulverisierungslauf en, fortgesetzt. Die pH-Einstel- 
lungen wurde gestoppt, wenn die faserige Masse in eine transparen- 
te, gallertartige Masse umgewandelt war. Der pH wurde dann auf 12 
unter Verwendung von 5N NaOH erhfiht, um die Reaktion zu stoppen. 
Das solubilisierte Produkt besteht aus dem gleichen Typ telo- 
peptidhaltigem, vemetzbarem Collagen, -wie.es in Beispiel 1, 
Teil (c), beschrieben wurde. 

(d) Nach zwei Minuten wurde der pH auf 4,2 unter Verwendung 
von IN HC1 reduziert, um das solubilisierte Collagen in einer 
weiAen bis grauen, faserigen Masse zu prazipitieren. Das Prazipi- 
tat wurde viermal mit pH 4,2 deionisiertem Wasser gewaschen und 
bei etwa 10 000 x g zentrifugiert , um uberschiissige Fliissigkeit zu 
entfernen. Die resultierende Masse wog 43 mg und wurde in einer 
ausgeglichenen Salzlosung (Akorn) bei etwa 0,25 % Feststoffen und 
pH 7,2 rekonstituiert . 

Diese ausgeglichene Salzlosung (Akorn) enthalt pro ml : 0,64 % 
Natriumchlorid, 0^075% Kaliumchlorid, 0,048% Calciumchlorid, 
0,03 % Magnesiumchlorid, 0,39 % Natriumacetat, 0,17 % Natrium- 
citrat und ausreichend Natriumhydroxid und/oder Salzsaure, um den 
pH des resultxerenden Produkts einzustellen, plus ausreichend 
Wasser, um eine Produktform zu schaffen, die fiir die Injektion 
geeignet ist . 

Die verdiinnte Collagenlosung wurde dann durch einen 0,45 v 
Gelman-Spritzenf ilter filtriert, um alle yorhandenen Feststof f- 
teilchen zu entfernen. Vorzugsweise wird die Losung durch einen 
0,2 u Filter filtriert, der fShig ist, feinere Teilchen (wie 
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Mikroorganismen) zu filtrieren, urn einen akzeptierbaren Sterili- 
tatsgrad zu erzielen. 

Die result ierende, gefllterte Losung wurde in einem sterilen 
Zentrif ugenrohrchen plaziert und der pH auf 4,2 eingestellt, um 
das Collagen zu reprazipitieren. Das Material wurde bet etwa 
10 000 x g zentrifugiert, um das PrSzipitat zu gewinnen, und das 
Prazipitat wurde auf pH 7,2 durch tropfenweise Zugabe von IN NaOH 
eingestellt. Das resultierende Material bei etwa 2 bis 3 % Fest- 
stoffen (Collagen) war transparent, schwach triib, viskos und ergab 
bei etwa 2 cm 3 eine viskoelastische Losung. 

(e) Dieses Verfahren ergab eine vollstandige Solubilisierung 
des Telopeptidcollagens der menschlichen Haut. Das Losungsprodukt 
kann verwendet werden, um die Hornhaut des gleichen Spenders gemMB 
dem in Verbindung mit der Form der Figuren 1 bis 2 beschriebenen 
Verfahren wieder zu formen. 

BE I SPIEL 5 - teilweise Solubilisierung von menschlichem Collagen 
Zur Herstellung in jizierbaren Collagens, um Hautdefekte zu 
korrigieren, ist es notwendig, den Solubilisierungsprozess zu 
beschranken, damit ein mehr faseriges, robustes Produkt erhalten 
wird. Somit verwendet die Herstellung von menschlichem Collagen 
fiir die derma le In jektion nur die teilweise Solubilisierung des 
Telopeptidcollagens. 

Das Verfahren von Beispiel 4 wurde wiederholt, wobei wieder 
die Miihle Verwendet wurde, um die Gewebemasse zu zerstdren und zu 
pulverisieren, um eine weifle, zahfliissige Masse von collagenem 
Gewebe zu schaf f en. Die Solubilisierung wurde in der Miihle durch 
Behandlung mit Bernsteinsaureanhydrid bewirkt, aber die Reaktion 
wurde gestoppt, als die faserige Masse als ein heterogenes Gemisch 
von groflen, f aserigen Stucken und f einen, pulverigen Teilchen in 
einer gallertartigen Masse erschien. Nur eine Bernsteinsaurean- 
hydridzugabe war notwendig, und 6 pH-Einstellungen wurden durch- 
gefiihrt. Das Produkt bestand aus dem gleichen Typ telopeptidhalti- 
gem, vernetzbarem Collagen, wie es in Beispiel 2 beschrieben ist. 

Das Gemisch wurde bei etwa 10 000 x g wahrend 20 Minuten 
zentrifugiert, um die groflen Partikel von dem f einen, pulverigen 
Material in der gallertartigen Masse zu trennen. Die gallertartige 
Masse, die frei von grofien Partikeln war, konnte durch eine Nadel 
mit Kaliber (gauge) 25 injiziert werden. Wenn sie in eine ausge- 
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glichene Salzlosung (Akorn) [vergleiche Beispiel 4] injiziert 
wurde, aggregierten die feinen Teilchen in eine faserige Masse, 
die als ein Autoimplantat zur Korrektur von Hautdef ekten verwendet 
werden kann. 

Das Produkt ward mi t Glycerol vereinigt, urn die Collagenfa- 
serbildung zu verzogern und die Collagenpraparation zu stabilisie- 
ren, und sie wurde dann durch Injektion in die Papillarhautregion 
injiziert, um eine Masse im intradermalen Gewebe der Haut des 
Spenders zu bilden, um lokale Stellen von Hautvertiefungen zu 
eliminieren. Dies ist gefolgt von der in situ UV-Bestrahlung, um 
eine Vernetzung zu erreichen. Alternativ kann das Vernetzen durch 
gamma -Bestrahlung, chemisches Harten mit Glutaraldehyd und Kom- 
binationen von Dehydrierung und UV-Bestrahlung erreicht werden. 

BEISPIEL 6 - Br echungs index - modif iziertes Collagen 

Das Verfahren von Beispiel 4 wurde wiederholt mit der Aus- 
nahme, dafl die Reaktion unter Verwendung von Anilin-2-sulfonsSure 
anstatt Bernsteinsaureanhydrid durchgefiihrt wurde, um ein voll- 
standig gelostes Telopeptidcollagen mit dem gleichen hohen Bre- 
chungsindex, wie das in Beispiel 3 beschriebene Produkt, zu schaf- 
fen. Das Losungsprodukt wird als Hornhautautoimplantatmaterial , 
wie vorstehend beschrieben, verwendet: 

BEISPIEL 7 - Collagenf ilmherstellung 

Ein ml vollstandig solubilisiertes , telopeptidhaltiges Colla- 
gen, das gemafi dem Verfahren von Beispiel 4 hergestellt wurde, 
wurde in einem konkaven Mikroskopobjekttrager plaziert, der als 
einfache konkave Form diente. Die Probe wurde 9,5 cm unter einer 
Gelman Model 51938 UV-Lampe positioniert , und beides wurde in 
einem versiegelten Polyethylenbeutel plaziert. Sauerstoff wurde 
evakuiert durch Sptilen mit Stickstoff wahrend 15 Minuten. Die UV- 
Lampe wurde aktiviert und das Spiilen wahrend der UV-Bestrahlung 
fortgesetzt. Das Licht wurde bei 253,7 run wahrend 20 Minuten bei 
Raumtemperatur illuminiert. Der Objekttrager wurde auf feuchten 
Papiertiichern plaziert, um Feuchtigkeit zu schaffen und eine 
Dehydrierung der Losung zu verhindern. Die Bestrahlung vernetzte 
das Collagen in einen dunnen, flexiblen, konkaven Film, der trans- 
parent und schwach gelb war. 
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Ein alternatives Verfahren zum Evakuieren des Sauerstof fs 1st 
das Plazieren von Gaspak (Becton Dickinson & Co., BBL Microbiolgy 
System, enthaltend Natriumborhydrid und Natriumcarbonat ) in der 
geschlossenen Kammer wahrend 15 Minuten. 

Vergleichbare Ergebnisse werden unter Verwendung alternativer 
Verfahren zum Harten des Collagens, einschliefllich Vernetzen durch 
gamma-Bestrahlung, chemisches Vernetzen mit Glutaraldehyd als 
Gerbstoff oder Hartungsmittel und Kombinationen von Dehydrierung 
und UV-Bestrahlung zur Vernetzung erhalten. 

BEI SPIEL 8 - Solubilisierung mit Veresterung 

Beispiel 4 wurde wiederholt mit der Ausnahme, dafl in Teil 
(d) , bevor die zentrifugierte Masse in einer ausgeglichenen Salz- 
losung rekonstituiert wird, dem Vakuumtrocknen unterzogen wird, urn 
vorhandenes Wasser zu entfernen, und dann mit 20 ml dehydriertem 
Ethanol als carbonsaurereaktives Modifizierungsmittel vereinigt 
wird, das mit 0,1 N HC1 auf einen pH von nicht mehr als etwa 3,2 
angesauert wurde, und be i Raumtemperatur (25*C) wShrend etwa 30 
Minuten unter Ruhren in einem geschlossenen Gefafl umgesetzt wird/ 
urn das nicht wSJirige Reaktionsgemisch aufrechtzuerhalten. Das 
Ethanol ist in einem groflen OberschuB fiber der benotlgten Menge 
zugegen, um die verfiigbaren Carbons auregruppen der Aminogruppen 
des in Teil (c) herges tell ten, acylierten ( succinylierten) , telo- 
peptidhaltigen Collagens zu yerestern. 

Nach der Ethylierung wird das Collagen durch Vakuumtrocknen 
gewonnen. Alternativ wird das Reaktionsgemisch mit einem gleichen 
Volumen Ethylether gemischt und mit deionisiertem Wasser extra- 
hiert. In beiden Fallen wird das resultierende Prazipitat viermal 
mit deionisiertem Wasser, pH 4,2, gewaschen und bei etwa 10 000 x 
g zentrifugiert, um iiberschiissige Fliissigkeit zu entfernen. Die 
resultierende Masse wird dann in einer ausgeglichenen Salzlosung 
(Akorn) [vergleiche Beispiel 4] bei etwa 0,25 % Feststoffen und 
pH 7,2 rekonstituiert, und der verbleibende Teil des Beispiels 4, 
Teil (d) , wird dann durchgefuhrt . 

In dem amplif izierten Verfahren dieses Beispiels werden die 
Car boxy lgruppen des Collagens durch eine Veresterungsreaktion mit 
dem Ethanol modifiziert, um die Ladung an den Collagenmolekiilen zu 
andern und eine collagene Molekularstruktur zu schaffen, die bei 
neutralem pH in waBrigem Medium 16s licher ist. 
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Die drei helikalen Strange des Tropocollagenmolekiils bleiben 
an ihre entsprechenden Telopeptidreste verbunden, urn das urspriing- 
liche Polypeptidhauptkettenanordnung beizubehalten, wobei jedoch 
nun zwei acylierte (succinylierte) Amingruppen und veresterte 
( ethyl ierte) Carboxylgruppen (CarbonsMureethyl ester) enthalten 
sind. 

Das Produkt wird in der gleichen Weise wie das von Beispiel 
4 verwendet. 

BEISPIEL 9 ^ Solubilisierung durch alleinige Veres terung 

Beispiel 4, Teile (a) und (b) werden wiederholt, und die 
gereinigten Stiicke von pulverisiertem Material werden durch Vaku- 
umtrocknen getrocknet, urn vorhandenes Wasser (Oder gef riergetrbck- 
netes) zu entferhen, und dann in der Gewebemiihle rait 40 ml dehy- 
driertem Ethanol a Is- carbonsaurereaktives Modif izierungsmittel 
vereinigt, das mi t 0,1 N HC1 auf einen pH von nicht mehr als etwa 
3,2 angesauert wurde. Nach Schlieflen und Inbetriebnehmen der Muhle 
wird die Suspension bei Raumtemperatur (25°C) wahrend etwa 30 
Minuten umgesetzt. WShrend dieser Zeit wird das nicht wafirige 
Reaktionsgemisch durch Geschlossenhalten der Miihle beibehalten. 
Das Ethanol 1st in einem groflen Oberschufi iiber der bendtigten 
Menge ziigegen, urn die verfiigbaren Carborisauregruppen des telo^ 
peptidhaltigen Collagens zu verestern. 

Nach der Ethylierung wird das Collagen gewonnen und in der 
gleichen Weise, wie in Beispiel 8 beschrieben, aufgearbeitet. In 
diesem Verfahren werden die Carboxylgruppen des Collagens durch 
eine Veresterungsreaktion mit dem Ethanol modifiziert, um die 
Ladung an den COllagenmolekulen zu andern und eine collagene, 
molekulare Struktur zu schaffen, die bei neutralem bis basischem 
pH in wSflrigem Medium i 6s lich ist- 

Das solubilisierte Produkt stellt ein aus chemisch modifi- 
ziertem, vernetzbarem, telopeptidhaltigem Collagen dar, das sich 
von dem Produkt von Beispiel 1 nur darin unterscheidet , dali die 
StrSnge des Triple-Helix-Molekiils veresterte (ethylierte) Carbox- 
ylgruppen ( Carbons aureethyl ester) anstatt acylierter (succiny- 
lierter) Amingruppen enthalten, die in analoger Weise das Collagen 
bei neutralem oder basischem pH ISslich machen. 

Das Produkt wird in der gleichen Weise wie das von Beispiel 
4 verwendet. 
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Vergleichbare Ergebnisse sind erhaltlich unter Verwendung von 
dehydriertem Methanol, Phenol (in Aceton) und alpha-Naphthol (in 
DMF) , angesauert mit 0,1 N HC1 . Alternativ kann in jedem Fall die 
Reaktion vor vollstandiger Solubilisierung gestqppt werden und das 
gewiinschte Produkt gewonnen, gereinigt und in entsprechender Weise 
aufgearbeitet werden, urn ein zu den Beispielen 2 und 5 analoges 
Produkt zu bilden. 

In Verbindung mit den vorstehenden, spezifischen Beispielen 
konnen die folgenden Produktherstellungen verwendet werden: 

a. injizierbare Losungs, Konzentration etwa 1 bis 5 % 
Collagengehal t , 

b. vorgeformte ophthalmische Implantat(vorrichtung), etwa 
2 bis 10 % Collagengehalt, 

c. Gewebevermehrungsimplantat, etwa 2 bis 10 % Collagenge- 
halt. 
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Patentanspruche 

1. Zusanunensetzung zur Autoimplantation in einen Menschen um- 
f as send menschliches Collagen von einem einzigen menschlichen 
Spender, das aus zerkleinertem intaktem menschllchem Gewebe stammt 
und vernetzbares Telopeptld umfaflt, wobei das Collagen mindestens 
eine acylierte Amingruppe Oder elne veresterte Carbonylgruppe 
aufweist . 

2. Zusanunensetzung nach Anspruch 1, die hergestellt wurde, indem 
zerkleinertes menschliches Gewebe, das natiirlich vernetztes 
menschliches telopeptidhaltiges Collagen enthalt, mindestens mit 
einem Aminacylierungsmittel oder einem mit einer Carbonsaure 
reaktiven Veres teruhgsmittel umgesetzt wird, um das Collagen 
zumindest teilweise zu solubilisieren. 

3. Zusanunensetzung nach Anspruch 1 oder Anspruch 2, die die 
acylierte Amingruppe enthialt, die mindestens ein Mitglied ist 
ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus aliphatischen Carbony 1 - , 
aromatischen Carbonyl-, aliphatischen Sulfonyl- und aromatischen 
Sulf onylacylresten. 

4. Zusanunensetzung nach Anspruch 1 oder Anspruch 2, die die 
veresterte Carboxylgruppe enthalt, die mindestens ein Mitglied ist 
ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus aliphatischen und aroma- 
tischen Esterresten. 

5. Zusanunensetzung nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
worin das telopeptidhaltige menschliche Collagen chemisch modif i- 
ziert wurde mit einem ami nreaktiven Acylierungsmittel in einem 
Gewichtsverhaltnis von etwa 1 : 0,005 bis 1 : 0,5, bezogen auf das 
Gewicht des nassen Gewebes 

6 . Zusanunensetzung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
worin das telopeptidhaltige menschliche Collagen chemisch modifl- 
ziert wurde mit einem CarbonsMureveresterungsmittel in einem 
Gewichtsverhaltnis von etwa 1 : 1 bis 1 : 30, bezogen auf das 
Gewicht des trockenen Gewebes. 
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7. Zusammensetzung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
worin die Zusammensetzung einen Brechungs index von etwa 1.500 bis 
etwa 1.600 hat. 

8. Geformter Gegenstand hergestellt aus der Zusammensetzung nach 
einem der vorhergehenden Anspriiche. 

9. Verfahren zur Herstellung einer Zusammensetzung umfassend 
vernetzbares , telopeptidhaltiges Collagen nach einem der Anspriiche 
1 bis 7, aus intaktem menschlichem Gewebe, das umf aflt, dafl man 
Gewebe von einem einzigen menschlichen Spender zerkleinert und 
dann mindestens mit 

(a) einem aminreaktiven Acylierungsmittel bei im wesentlichen 
neutral em bis basischem pH in waflrigem Medium umsetzt, urn 
mindestens teilweise solubilisiertes telopeptidhaltiges 
Collagen mit vernetzbaren acylierten Amingruppen zu bilden, 
das zumindest teilweise in dem Medium gelost ist Oder ■ 

(b) einem mit einer Carbonsaure reaktivem Veresterungsmittel bei 
saurem pH in einem organischen Medium umsetzt, urn ein zu- 
mindest teilweise solubilisiertes telopeptidhaltiges Collagen 
mit vernetzbaren veresterten Carboxylgruppen zu bilden, das 
zumindest teilweise in dem Medium gelost ist. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, bei dem: 

(a) die Reaktion mit dem Acylierungsmittel bei etwa 0 bis 45 °C 
und bei einem GewichtsverhSltnis von Acylierungsmittel zu 
nass em Gewebe von etwa 0,005 bis 0,5 : 1 durchgefiihrt wird, 
wobei der pH des waflrigen Mediums bei etwa 7 bis 11 gehalten 
wird und 

(b) die Reaktion mit dem Veresterungsmittel bei etwa 0 bis 45 °C 
und einem Gewichtsverhaitnis von Veresterungsmittel zu trok- 
kenem Gewebe von etwa 1 bis 30 : 1 in einem nicht waflrigen 
organischen Medium in Gegenwart einer katalytischen Mehge 
einer Saure durchgefiihrt wird. 

11. Verfahren nach Anspruch 9 oder Anspruch 10, bei dem das 
Acylierungsmittel ein aliphatisches oder aroraatisches Carbonsaure-. 
anhydrid, ein Carbonsaureester, Carbonsaurehalogenid, Sulfonsaure 
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Oder sulf onsaurehaltiges Halogenid ist und das Veresterungsmittel 
ein angesauerter aliphatischer oder aromatischer Alkohol 1st. 

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 9 bis 11 , bei dem vorhan- 
: dene, nicht collagene Proteinverunreinigungen aus dem Gewebe vor 

der Reaktion entfernt werden. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, bei dem die Verunreinlgungen 
entfernt werden, indent das Gewebe bei einer Tempera tur, die nicht 
hoher als etwa RaumtemperatUr ist, mit einer solubilisierenden 
Fliissigkeit mit im wesentlichen neutralem pH, die die Verunreinl- 
gungen solubilisieren kann, ohne das Collagen zu solubilisieren, 
in Kontakt gebracht wird, wobei das Gewebe pulverisiert wird, um 
ein yon nicht collagenen Proteinverunreinigungen. im wesentlichen 
freies pulverisiertes Gewebe zu bilden und das von Verunreinl- 
gungen freie Gewebe anschlieBend umsetzt, um das telopeptidhaltige 
Collagen zu bilden. 

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 9 bis 13, bei dem vorhan- 
dene Lipidbestand telle aus dem Gewebe vor der Reaktion entfernt 
werden. 

15. Verfahren nach einem der Anspriiche 9 bis 14, bei dem das 
Gewebe von einem einzigen Spender erhalten wurde, die Reaktion 
durchgefiihrt wird bis das Collagen im wesentlichen vollstandig in 
dem Medium solubilisiert ist und das solubilisierte Collagen 
gewonnen, gereinigt und mit einer waflrigen Flussigkeit vereinigt 
wird, umeine telopeptidhaltige Collagenlosung zu bilden. 

16. Verfahren nach einem der Anspriiche 9 bis 15, bei dem das 
Gewebe von einem einzigen Spender erhalten wurde, das Mittel ein 
aminreaktlves Acylierungsmittel ist, das einen selektiven 
Brechungs index yon etwa nD 1.500 bis etwa nD 1.600 hat und das 
collagen modif izieren kann, so dafl im wesentlichen solubilisiertes 
Collagen mit einem hohen Brechungs index bereitgestellt wird, das 
das Sehvermogen korrigieren kann, die Reaktion durchgefiihrt wird, 
bis das Collagen im wesentlichen vollstandig in dem waflrigen 
Medium solubilisiert ist und das solubilisierte Collagen gewonnen, 
gereinigt und mit einer waflrigen Fliissigkeit vereinigt wird, um 
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eine telopeptidhaltige Collagenldsung zu bilden mit einem selek- 
tiven hohen Brechungs index, urn das Sehvermogen zu korrigieren. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, bei dem das Mittel Anilin-2- 
sul f onsaure , 3-Nitrobenzol sul f onsaure , 2-Formylbenzolsulf onsaure , 
1,3-Benzoldisulf onsaure oder 1,2,4,5-Benzoltetracarbonsauredi- 
anhydrid 1st. 

18. Verfahren nach einem der Anspriiche 9 bis 14, bei derii das 
Gewebe von einem einzigen Spender erhalten wurde, die Reaktion 
durchgefiihrt wird bis das Collagen nur teilweise in dem Medium 
solubilisiert ist, urn eine Mischung zu liefern, die suspendierbare 
feine faserige Teilchen aus unsolubilisiertem telopeptidhaltigem 
Collagen in einer homogenen Masse aus solubilisiertem telopeptid- 
haltigem Collagen enthSlt und die suspendierbaren feinen Teilchen 
und das solubilisierte Collagen gewonnen, gereinigt und mit einer 
waflrigen Fliissigkeit vereinigt werden, urn eine im wesentlichen 
homogene Losung mit suspendiertem telopeptidhaltigem Collagen-^ 
material mit acyiierten Amingruppen oder veresteren Carboxyl- 
gruppen zu bilden. 

19. Verfahren zur Herstellung einer Implantatvorrichtung aus 
telopeptidhaltigem Collagen, das umfaftt, dall man eine Zusammen- 
setzung, wie in einem der Anspriiche 1 bis 9 beansprucht , zu einer 
Masse mit ausgewMhlter Form und GroAe, die einer wirksamen 
implantatvorrichtung entspricht, formt und danach die Masse ver- 
netzt, um die Vorrichtung zu erzeugen. 

20. Verwendung einer Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 
bis 7 umfassend zerkleinertes menschliches Gewebe von einem 
menschlichen Spender zur Herstellung eines Implantats zur 
Implantation in diesen Spender. 

21. Verwendung nach Anspruch 20, wobei die acyiierten Amingruppen 
ausgewahlt sind aus der Gruppe bestehend aus aliphatischen 
Carbonyl-, aromatischen Carbohyl-, aliphatischen Sulfonyl- und 
aroma tischen Sulfonylresten. 
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22. Verwendung nach Anspruch 21, wobei die veresterten Carboxyl- 
gruppen ausgewahlt sind aus der Gruppe bestehend aus aliphatischen 
und • aromatischen Esterresten. 

23. Verwendung nach einem der Anspriiche 20 bis 22, wobei die 
Zusammensetzung einen Brechungsindex von etwa 22.500 bis etwa 
22.600 hat. 

24. Verwendung nach einem der Anspriiche 20 bis 23, wobei' das 
Implantat ein intradermal es Implantat 1st. 

25. Verwendung nach einem der Anspriiche 20 bis 23, wobei das 
Implantat ein opthalmisches Implantat 1st . 

26. Verwendung nach einem der Anspriiche 20 bis 25, wobei das 
Implantat in injizierbarer Form 1st. 



